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INTRODUCTION 
This investigation develops a method for the 
gas-liquid chromatographic (GLC) separation, 
identification, and quantitation of free sugars from 
natural products. Studies of free sugars with GLC are 
hampered because: (a) highly polar compounds, such as 
the sugars, do not separate well on most common GLC 
supports, and (b) free sugars normally exist as 
equilibria mixtures of linear and cyclic variations of 
�- and � -anomers. A principal technique was developed 
by Sweeley,� al.1 in 19 54, which employed trirnethyl 
silyl (TMS) protectiv--e groups to produce the non-polar, 
volatile TMS derivatives of sugars. Unfortunately, TMS 
derivatization produces multiple products from a single 
sugar, as the normal equilibria mixture is preserved. 
Sawardaker, et 
2 � introduced the alditol acetate 
procedure, which employs the reduction of the anomeric 
center of the free aldose to an alcohol, with 
peracetylation of this resulting polyalcohol which 
allows a single sugar to produce a single product. 
However, the alditol acetate method can allow two 
different free sugars to produce the same product. For 
example, both D-glucose and D-fructose are converted to 
the peracetylated product of sorbitol (see Figure 1 ,  
which shows the Cl and C 2 position of the sugars and 
polyalcohols under consideration). Additional confusion 
can also result when ketoses are reduced, as two 
polyalcohols can result (e.g.' the reduction of 
fructose results in some mannitol in addition to 
sorbitol). The general development and application of 
these techniques, and of the GLC separation of sugars 
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sorbitol alditol derivative 
Figure 1 .  
A third derivatization procedure involves the 
formation of peracytlated aldononitrile (PAAN) 
peracetylated ketooxime (PAKO) derivatives. 
and 
These 
reaction conditions are based upon well-known classical 
procedures for introducing a nitrile group into an 
5 aldose , 
steps. 
with the nitrile formation proceeding in two 
The first step consists of condensing the 
2 
a l d e h y d e  g r o u p  o f  t h e  a l d o sr· w i t h  h y d r o x y l a m i n e, 
y i e 1 d i n g ' a n  o x i m e  a n d  t h e  s e c o n d  s t e p  c o n s i s t s  o f  
d e hy d r a t i n g  t h e  o x i m e t o  a n i t r i l e . A c e t i c  a n hy d r i d e  i s  
a n  e f f e c t i v e  d e hy d r a t i n g  a g e n t  f o r  t h e  s e c ond s t e p , a n d  
t h i s  r e a g e n t  w i l l  
hyd r o x y l  o r  a m i n e  
s i m u l t a n e o u s l y  p e r a c e t y l a t e  a ny 
g r o u p s  p r e s e n t  i n  t he s t a r t i n g  
c o m p o u n d . F o r t u i t o u s l y , p y r i d i n e i s  a n  e x c e l l e n t  
s o l v e n t  f o r  b o t h  s t e p s , a l l o w i n g  s i m p l i c i t y  o f  
d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e . Py r i d i n e  i s  a l s o a n  e x c e l l e n t  
c a t a l y s t  f o r  t h e  s e c o n d, s t e p m a k i n g  i t  a n  l o g i c a l  
c h o i c e f o r  u s e  i n  t h e s e  p r o c e d u r e s .  T h e s e  r e a c t i o n s  a r e  
s u m m a r i z e d  i n  F i g u r e  2 .  
C H=O C H=N - O H C=-N 
I 
C H - O H 
I 
C H - O H 
+A c 2 0 --------> 
I . 
C H - O A c  





- 2  H 0 
2 I R - H 2 0 
Fi g u r e  2 .  
I n  a s i m i l a r  m a n n e r , t h e  a b o v e  r e a g e n t s  c a n  r e a c t  w i t h  
k e t o s e s . H o w e v e r , d u e t o  t h e  t w o  c a r b o n - c a r b o n b o n d s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e k e t o  g r o u p , d e h y d r a t i o n  c a n n o t 
o c c u r  i n  t h e  f i n a l  s t e p - - t h e o x i m e b e i n g  m e r e l y  p e r - 0 -
a c e t y l a t e d, · a s  s h o w n  i n  f i g u r e  3. C l e a r l y  t h e 
d e r i v a t i v e s  of D - g l u c o s e  a n d  D - f r u c t o s e  d i f f e r  o n e  f r o m 
3 
a n o t h e r . I n  c o n t r a s t  t o  t h e  a l d i to l  a c e t a t e  
d e r i v a t i v e s , t h i s  n e w l y  i n t r o d u c e d  f u n c t i o n a l  g r o u p  n o t  
o n l y  c l e a r l y  
m o l e c u l e , b u t  
i d e n t i f i e s  t h e  a n o m e r i c  e n d  o f  t h e  
a l s o  p r o v i d e s  a m o d e r a t e  d i f f e r e n c e  i n  
p o l a r i t y , w h i c h  a i d s  c h r o m a t o g r a p h i c  s epa r a t i o n  o f  
t h e s e  c o m p o u n d s . 
+A c 2o --------> 
CH 2 - 0 A c  I 
C=N - O A c 
+N 2 N O H  --------> 
- 2  H 0 2 I R - H 2 0 
F i g u r e  3 .  
I n  a d d i t i o n , t h e  p o la.r i t y  o f  t h e  n i t r i l e  g r o u p  a n d  o f  
t h e  0 - a c e t y l  g r o u p  ( t h e  p r o d u c t s , r e s p e c t i v e l y , o f  t h e  
a l d o - a n d  k e t o - g r o u p s )  d i f f e r s  c o n s i d e r a b l y . T h i s 
a l l o w s  e a s y  c h r o m a t o g r a p h i c  s epa r a t i o n  o f  s u g a r s  
d i f f e r i n g  i n  o n l y  t h e a l d o - o r  k e t o - f u n c t i o n a l  g r o u p . 
I n  e f f e c t , g l u c o s e , s o r b i t o l , a n d  f r u c t o s e  a l l  e x i s t  a s  
n a t u r a l  s w e e t e n e r s , h a v e  e s s e n t i a l l y i d e n t i c a l  
m o l e c u l a r  w e i g h t s  a n d  s t r u c t u r e s  ( i d e n t i c a l  i n  t h e  C-3 
t h r o u g h  C - 6 r e g i o n ) , a n d  y i e l d  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  
s e p a r a b l e  p e r a c e t y l a t e d o x i m e a n d  n i t r i l e  d e r i v a t i v e s . 
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e s e  P A A N  d e r i v a t i v e s  h a s  b e e n  
6 r e p o r t e d  i n  p u b l i c a t i o n s  b y  J o n e s  , D . 7 H . 8 m l t r e v  , o r n l n g  
a n d  S e y m o u r 9 . T h e  c o m b i n e d  P A AN / P AKO p r o c ed u r e  h a s  b e e n  
4 
10 d e v e l o p e d  b y  S e y m o u r  . 
F l a m e - i o n i z a t i o n d e t e c t  o r ' s ( F I D ) h a v e  
t r a d i t i o n a l l y  b e e n  e m p l o y e d  f o r  t h e  q u a n t i t a t i o n o f  t h e  
a n aly s i s  o f  s u g a r  d e r i v a t i v e s , H owe v e r ,  m a s s  
s p e c t r o m e t e r s  h a v e  n o t  o n l y  b e e n  e m p l o y e d  t o  i d e n t i f y  
sug a r  d e r i v a t i v e s , b u t  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  a s  
d e t e c t o r s .  E m p l o y e d  a s  a d e t e c t o r , a m a s s  s p e c t r o m e t e r  
i s  s e t  t o  r e p e t i t i v e l y  s c a n  t h e G L C  e f f l u en t  w i t h s c a n  
t i m e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  o n e  s e c o n d . T h e  s u m  o f  t h e  t o t a l  
i o n  i n t e n s i t y  o u t - p u t  d u r i n g  e a c h  s c a n  i n t e r v a l i s  u s e d 
t o  f o r m  a t i m e  � i n t e n s i t y  p l o t , w h i c h  t h e n f o r m s t h e  
c h r o m a t o g r a m . H o w e v e r , e a c h  o f  t h e  m a s s  s p e c t r a  ( M S ) 
a r e  s t o r e d  i n  t h e c o m put e r  m e m o r y , a n d  a t  t h e  e n d  o f  
a n y  c h r o m a t o g r a p h i c  r u n  t h e  i n d i v i d u a l s p e c t r u m  
c o r r e s p o n d i n g  t o  a g i v e n  t i m e  i n t e r v a l  c a n b e  a n al y z e d . 
T w o c o n v e n t i o n a l  m o d e s  o f  m a s s  s p e c t r o m e t r y  
a v a i l a b l e  f o r  m o s t  i n s t r u m e n t s - - e l e c t r o n  i m p a c t  
w h i c h  e m p l o y s  a n  e n e r g e t i c  s t r e a m  o f  e l e c t r o n s  
a r e  
( E I )  
i n  a 
h i g h  v a c u u m t o  d r a s t i c a l l y  d i s r u p t  t h e m o l e c u l a r  
s t r u c t u r e , a n d  c h e m i c a l  i o n i z a t i o n ( C I ) w h i c h e m p l o y s  a 
m o d e r a t i n g  g a s  w i t h  a l e s s  e n e r g e t i c  f o r m o f  i o n i c  
b o m b a r d m e n t .  T h oug h a l l  s u g a r  d e r i v a t i v e s  h a v e  
p o t e n t i a l  t o  y i e l d  m e a n i n g f u l  M S , t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  
t h e  MS o f  t h e  PAAN/PAKO d e r i v a t i v e s  h a s  p r o v e n  t o  b e  
9 10 v e r y  e a s y  ' . E I - M S  o f  t h e PAAN/PAKO d e r i v a t i v e s  g i v e  
5 
m e a n i n gfu l r e s u l t s  d u e  t o  t h e  l i n e a r s t r u c t u r e o f  t h e s e  
c o m p o u n d s, a n d  a l s o d u e t o  t h e c l e a r  c h e m i c a l  
i d e n t i f i c a t i o n o f  t h e  (o r i g i n a l ) a n om e r i c  p o s i t i o n s  o f  
t h e c o m p o u n d s . T h e  u s e  o f  a m m o n i a  a s  t h e  m od e r a t i n g  g a s 
a l l o w s  v e r y  i n t e r p r e t a b l e  CI-MS, d u e  t o  t h e e x t r e m e  
s t ab i l i t y o f  t h e P A A N/P A KO d e r i v a t i v e s . A t  mo d e r a t i n g  
g a s  p r e s s u r e s  a s s o c i a t e d  w i t h  c onv e n t i o n a l  s i n g l e  
f o cu s i n g  m a s s  s p e c t r o m e t r y , t h e  PAA N/ P A KO d e r i v a t i v e s  
y i e l d  t w o  m a j o r  i o n p e a k s  o f  a p p r o x ima t e l y  e q u a l  
i n t e n s i t y a t  m/e = t1 - 5 9 , a n d  m / e  = M + 1 8, w h e r e  M 
r e p r e s e n t s  t h e m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  d e r i va t i v e . 
T h e  e a s e  o f  i s o t o p i c  su b s t i t u t i on ( w i t h  s t a b l e  
i s o t o p e s ) d u r i n g  t h e  d e r i v a t i z a t i on p r o c e d ur e a l l o w s  
e x t e n s i v e  s t r u c t u r a l  · i n f o r m a t i o n t o  b e  o b t a i n e d  f o r  t h e 
a n a l y s i s  o f  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k s  r e s u l t i n g  f r o m 
u n k n o w n  s u g a r s . W h e n  1 5 NH OH 2 i s  e m p l oy e d f o r  t h e  
d e r i v a t i z a t i on ,  t h e M - 5 9  a n d  M + 1 8  MS p e a k s  a r e 
s h i f t e d  b y  o n e  m a s s  u n i t  f o r  e a c h  o r i g i n a l  a l d o s e  
a n d / o r k e t o s e  i n  t h e  p a r e n t  s u g a r . W h e n  p e r d e u t e r a t e d  
a c e t i c  a n h y d r i d e  ( A c ( d 3 ) )  i s  e m p l o y e d , 
i s  s h i f t e d  u p - f i e l d  b y  t h r e e  m a s s  
a l c o h o l  a n d / o r a m m o n i a  g r o u p i n  t h e  
t h e  M + 1 8  p e a k  
un i t s  f o r  e a c h 
p a r e n t  s u g a r . 
T h e r e f o r e , t h r e e  s i m p l e  d e r i v a t i zat i o n s  ( n o r m a l , 
1 5 N H  OH 2 ' 
f o l l o w e d b y  GLC-CI-MS, 
o f  a c om p l e x  s u g a r  m i x t u r e , 
c a n  e s t a b li s h t h e f ol l o w i n g  f o r  
6 
t h e p a r e n t  s u g a r s  o f  a l l  r e s o l v a b l e  c o m p o n e n t s i n  t h e  
c h r o m a t o g r a m : ( a ) t h e m o l e c u l a r  w e i g h t , ( b) t h e  n u mbe r 
o f  a l d e h y d e  a n d / o r  k e t o s e  g r o u p s  p r e s e n t , a n d  ( c ) t h e  
n u m b e r o f  a l c o h o l s a n d / o r  a m i n e  g r o u p s  p r e s e n t . F u r t h e r  
s t r u c t u r a l  i n f o r m a t i o n c a n be e s t a b l i s h e d  f o r  e a c h  
c h r o m a t o g r a p h i c  c o m p o n e n t  b y  a s e c o n d  c h r om a t o g r a p h i c  
r u n  o f  t h e  a b o v e  m i x t u r e s  w i t h  t h e m a s s  s p e c t r o m e t e r  i n  
t h e  e l e c t r o n  i m p a c t  m o d e . S u c h  s p e c t r a  p r o v i d e  f u r t h e r  
c o n f i r m a t i o n  b y  t h e c o m p a r i s o n  o f  s p e c t r a f r o m k n o w n  
a n d  u n k n o w n  c o m p o u n d s  a n d  a l s o i n f o r m a t i o n o f  t h e  
p o s i t i o n  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s i n  t o t a l l y  u n k n o w n  
s u g a r s . 
Cu r r e n t l y , t h e p r i n c i p a l , p ub l i s h e d  
a p p l i c a t i o n s · o f  t h e P A A N / P A K O  p r o c e d u r e h ave d e s c r i b e d  
t h e  s e p a r a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n o f  t h e  p a r t i a l l y 0 -
m e t h y l a t e d  h e x o s e  d e r i v a t i v e s  r e s u l t i n g  f r o m  p e r m e t h y l -
a t i o n - f r a g m e n t a t i o n s t u d i e s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
t h e s t r u c t u r e s  o f  p o l y s a c c h a r i d e s - - s e e  r e f e r e n c e s  1 1 -
1 4 ' a n d  c i t a t i o n s  t h e r e i n . S u c h a n a l y s es ha v e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e P A A N / P A K O d e r i v a t i v e s  a r e  e a s i l y  
r e s o l v e d , a n d  
d . 9 ,10 s t u  l e s  , t h e 
p r o c e d u r e c o u l d  
s u p p o r t , i n  c o m b i n a t i o n w i t h  f u r t h e r  
c o n c e p t  t h a t  t h i s d e r i v a t i z a t i o n 
b e  v e r y  e f f e c t i v e a s  a s u r v e y  m e t h o d  
f o r  f r e e s u g a r s  i n  p l a n t  t i s s u e . 
Re l a t i v e l y  f e w m e t h o d s  a r e  a v a i l a b l e  f o r  t h e 
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i d e n t i f i c a ti o n  o f  f r e e  s u g a r s  i n  p l a n t  t is s u e . I n  
a d d i t i o n t o  t h e  a b o v e  GLC m e t h o ds ,  o t h e r  f r e q u e n t l y  
c i t e d  m e t h o d s a r e: ( a )  e n z y m e  as s a ys ,  ( b )  t h i n  l a y e r  
( o r p a p e r ) c h r o m a t o g r a p h y  (TLC ) , a n d  h i g h- p e rf o r m an c e  
( l i q u i d ) c h r o m a t o g r a p h y  (H PLC ) .  S p e c i f i c s u g a rs c a n b e  
eff e c t i v e l y  q u a n t i t a t e d b y  s p e c i f i c e n z y m e s , b u t  su c h  
a ssa y s  a r e  
P a p e r a n d  
m e t h o d s  f o r 
n o t  w e l l - a d a p t e d  t o  s u r v e y s  
t h i n - l a y e r  16 c h r o m a t o g r a p h y 
i d e n t i f y i n g  t h e  p r es e n c e  o f  
o f  
a r e  
15 su g a r s  
g e n e r a l  
s u g a rs , b u t  
t h e g e n e r a l  l a c k o f  a b i l i t y ( d u e  t o  p o o r  r e s o l u t i o n )  t o  
d is t i n g u i s h  b e t w e e n  v a r i o u s  p o ss i b l e  s u g a r s  h as l i m i t e d  
t h e i r  
a m i n e  
u s e . R e c e n t  d e v e l o p m e n ts i n  H P LC h a v e  e m p l o y e d  
. 17 d r e s l ns a n  h e a v y - m e t a l  l o a d e d  . 1 8  r e sln s 
h o w e  v e r , t h e  · r e s o 1 u t i o n o f t h e  s e H P L C c o 1 u m s h a s y e t t o 
e q u a l t h a t  o f  e a r l y G LC se p a r a t i o ns , a n d  t h e p o s i t i v e  
i d e n t i f i c a t i o n o f  s u c h  p e a ks ( b y m e a ns s u c h  as M S ) is 
n o t  r o u t i n e l y  p o s s i b l e . 
C h r o m a t o g r a p h i c  i d e n t i f i c a t i o n o f  s u g a rs c o u l d  
b e  e v a 1 u a t e d b y t h e f o 11 o w  i n g c r i t e r i a : ( a ) S·i m p 1 i c i t y , 
( b )  sw i f t n es s , ( c )  e x p e n s e , ( d )  d i s c r i m i n a t o r y  a b i l i t y , 
a n d  ( e )  a b i l i t y  t o  i d e n t i f y  n e w su g a rs .  T h i n - l a y e r  a n d  
p a p e r c h r o m a t o g r a p h y  e x c e l  i n  s i m p l i c i t y a n d  e x p e ns e , 
w h e r e a s  G LC e x c e l s i n  d isc r i m i n a t i n g  a b i l i t y a n d  t h e 
a b i l i t y t o  i d e n t i f y  n e w  s u g a r s - - w i t h  H P LC o c c u p y i n g  a n  
i n t e r m e d i a t e  p os i t i o n b e t w e e n  t h e s e  t w o  c a t e g o r i es . 
8 . 
}1o s t  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s o f  f r e e  s u g a r s i n  
p l a n t  t i s s u e  a r e  d i r e c t e d  t o w a r d  o n e  o r  t w o  p o s s i b l e  
o b j e c t i v e s . F i r s t l y , m a n y  c o m m e r c i a l  a n a l y s e s  a t t e m p t  
t o  q u a n t i t a t e  t h e  p r e s e n c e  of r e l a t i v e l y  h i g h  w e t -
w e i g h t  p e r c e n t a g e s  o f  g l u c o s e , f r u c t o s e , s o r b i t o l ,  
a n d / o r  s u c r o s e  i n  fr u i t s , s y r u p s , a n d  na t u r a l  
s w e e t e n i n g a d d i t i v e s . S u c h  a n a l y s e s  e m p h a s i z e  e a s e  of 
s a m p l e  p r e p a r a t i o n a n d  r a p i d t y  of t h e d e t e r m i n a t i on .  
S e c on d l y , o t h e r  st u d i e s  q u a n t i t a t e  t h e  p e r c e n t a ge s  o f  
f r e e  s u g a r s  i n  p l a n t t i s s u e s  w h i c h  c on t a i n  l o w e r  l e v e l s 
o f  s u g a r s ,  a n d  a r e n o t  n o rma l l y  t h o u g h t  o f  a s  b e i n g  
s w e e t - -f o r e x a m p l e , s t e m s , l e a v e s ,  a n d  f l o w e r s .  S u c h  
t i s s u e  c a n  o f t e n h a v e  a d d i t i o n a l  s u g a r , o r  s u g a r - l i k e , 
c o m p o n e n t s  p r e s e n t i n  w e t - w e i g h t  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  
a r e  h i g h e r  t h a n  g l u c o s e , f r u c t o s e , a n d / o r  
O b v i o u s l y , d u e t o  c o m m e r c i a l  i m p o r t a n c e , 
c o n t e n t  of f r u i t s  h a s b e e n  e x t e n s i v e l y  
s u c r o s e . 
t h e s u g a r  
s t u d i e d . 
1 9  W r o l s t a d  a n d  S h a l l e n b e r g e r  em p l o y e d  a c o m p u t e r  s e a r c h  
of t h e l i t e r a t u r e  ( 1 9 6 9 - 1 979 ) t o  i d e n t if y  3 4  r e p o r t s  
w h i c h q u a n t i t a t e d s o r b i t ol ,  gl u c o s e , f r u c t o s e , a n d  
s u c r o s e  l e v e l s  i n  c o m m e r c i al f r u i t s . S u c h  d a t a , t h o u g h  
e s t a b l i s h e d  b y  d i v e r s e a n a l y t i c a l  p r o c e d u r e s , p r o v i d e  a 
p o i n t  o f  r ef e r e n c e f o r  t h e c o m p a r i s o n  o f  d a t a  f r o m  n e w 
t e c h n i q u e s  o f  s u g a r  i d e n t i f i c a t i o n . I n  g e n e r a l ,  t y p i c a l  
G LC m e t h o d o l o g y  ( a n d  r e s u l t s )  fo r f r e e  s u g a r  a n a l y s i s  
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of c o m m e r cia l fr ui t s h a s  b e e n  d e s c r i bed fo r: T M S  
2 0  d e riv a t i v e s  b y  H e a t he r b e l l  , a n d  TMS o xi m e d e riv a tiv e s  
2 1  b y  Li a n d  S c h u h m a n n  . 
I n  c o n t r a s t  t o  t h e f r u i t  s t u d i e s , t h e  a n a l y s i s  
of f r e e  s u g a r s  i n  l e a v e s  a n d  s t e m s  i s  of t e n  p e rf o r m e d 
wit hin t h e c o n t e x t  of i n v e s ti g a t i o n of t h e  p r o d u c t s  of 
p h o t o s y n t h e s i s , o r  t h e m e c h a ni s m  o f  t h e  t r a n s p o r t  of 
e n e r g y  f r o m  o n e  p a r t  of t h e  p l a n t  t o  a n o t h e r . S uc r o s e  
2 2  i s  o f t e n  d e s c r i b e d  a s  t h e  m a j o r  t r a n s p o r t  s u g a r  , b u t  
o t h e r  s u g a r s  a n d  s u g a r  a l c o h o l s  ( s o r bi t o l ) a r e  k n o w n  t o  
2 3  24 p a r t i c i p a t e  i n  t hi s  p r o c e s s  ' . 
I t  s h o u l d  a l s o b e  n o t e d  t h a t  s u r v ey t e c h n i q u e s  
c a p a b l e  of a h i g h  l e v e l  of d i s c r i mi n a t i o n  b e t w e e n  
--
s u g a r s  a r e  v e r y  u s ef u l , a s  m a n y  d iff e r e n t  f r e e  s u g a r s  
c a n  o c c u r  i n  p l a n t  tis s u e s . 2 5  S h affe r , i n  1 9 7 2 , l i s t e d 
o v e r  fo r t y  fr e e  s u g a r s  k n o w n  t o  e xi s t i n  p l a n t s . 
1 0  
B A S I C A C H I E V E M E N T S  A N D  A C C OMPL I S HMENT S 
I ns t r u m e n t a t i o n p r ep a r a t i o n 
A t  t h e  s t a r t  o f  t h is r ese a r c h  t h e r e  w a s  n o  
f u n c t i o n i n g  GLC i ns t r u m e n t e q u i p p e d  w i t h  a F I D  d e t e c t o r  
a n d  n o  i n t e g r a t i o n e q u i p m e n t a v a i l a b l e  f o r  r ese a r c h  i n  
S h e p a r d  H a l l . T h e  so l e  f u n c t i o n i n g  GLC w as a F isc h e r  
S t u d e n t  M o d e l  GLC e q u i p e d  w i t h  a t h e r m a l c o n d u c t i v i t y 
d e t e c t o r . 
T w o  d o u b l e - c h a n n e l  B a r b e r  C o l m a n  S e r i es 5 0 0 0  
GL C i ns t r u m e n ts w e r e  r e c o n d i tio n e d  . T h e  r e c o n d i t i o n i n g  
i n c l u d e d  a t o t a l  o v e r h a u l o f  t h e o v e n  sys t e m , t h e  
d e t e c t o rs , a n d  t h e e l e c t r o n i c  
d o u b l e - c h a n n e l  H e w l e t  P a c k a r d  
sys t e n . 
( H P )  GLC 
L a t e r , t w o  
i ns t r u m e n ts 
( e q u i p p e d  w i t h  F I D d e t e c t o rs ) , w h i c h  . h a d  b e e n  
d e c o m m iss i o n e d  b y  t h e  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n A g e n c y , 
\v e r e o b t a i n e d . T h e  H P  i ns t r u m e n ts e q u i p p e d  w i t h  a 
s i n g l e  c h a n n e l  a n a l o g  i n t e g r a t o r , w e r e  r e h a b i l i t a t e d 
a n d  r e c o n f i g u r e d  t h i s H P  s y s t e m  f o r  use w i t h  o u r  suoa r . b 
su r v e y . N e a r  t h e  e n d  o f  t h e r ese a r c h  p e r i o d ,  t h e  
d e p a r t m e n t  a c q u i r e d  a V a r i a n  6 0 0 0  GLC , a V a r i a n  4 0 1 
d a t a  s y s t e m  a n d  a S p e c t r a P h ys i c s 4 2 7 0 d i g i t a l  
i n t e g r a t o r . T h e  i ns t r u m e n ts w e r e  i ns t a l l e d  a n d  
i n t e r f a c e d · t o a l l o w t h e  c o l l e c t i o n o f  a l i m i t e d  a m o u n t  
o f  d a t a  o n  sa c c h a r i d es f r o m  v a r i o us p l a n t s .  
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E x t r a c t i o n pr o c �d u r e s  
fr e e  
A r a p i d  m e t h o d  f o r t h e e ffe c t i v e  s e p a r a t i o n of 
s u g a r s  f r o m  p l a n t  t is s u e  w a s d e v e l o p e d . A 9 0 %  
e t h a n o l  s o l u t i o n i n  a 2 5  x 1 5 0 m m  t e s t  t u b e , j a c k e t e d  
b y  a n  i c ewa t e r  b a t h , wa s e m p l oy e d  a s  t h e  e x t r a c t i o n  
m e d i u m i s  Af t e r  a d d i n g  a b o u t  6 m l  of 9 0% e t h a n o l  a n d 
a o n e  g r a m  ( w e i g h e d  t o  t h e n e a r e s t  0 . 0 1 g m ) t i s s u e  
s a m p l e  
u l t r a  
s p e e d ) 
t o  t h e  t u b e , t h e  m i x t u r e  i s  s u b j e c t e d  t o  ( a )  
s h e a r  
w i t h  
d i s r u p t i o n 
d i s r u p t i o n  ( 9 0 s e c o n d s  
a T e k m a r  T i s s u e m i z e r  a n d  
a t  9 0% m a x i m u m  
( b ) u l t r a s o n i c  
( 3 0 s e c o n d s a t  3 5 %  m a x im u m  p o w e r )  w i t h  a 
F i s c h e r  S o n i c  D i s m em b r a t o r . T h e r e s u l t i n g  d i s p e r s i o n  
w a s c e n t r if u g e d  w i t h  a c l i n i c a l  c e n t r if u g e  a n d  t h e  
s u p e r n a t e n t  t r a n sf e r r e d  t o  a 1 0  m l  v o l u m e t r i c  f l a s k . 
Ha r e  
w i t h  
90% e t h a n o l  ( a b o u t  2 m l ) w a s a d d e d  t o  t h e r e s i d u e  
t h e r e s u l t i n g  m i x t u r e  b e i n g  v o r t e x m i x e d , 
c e n t r if u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t e n t  t h e n  c o m b i n e d  w i t h  t h e  
p r e v i o u s  s u p e r n a t e n t  i n  t h e v o l u m e t r i c  
e t h a n o l  e x t r a c t  w a s  t h e n  a d j u s t e d  t o  1 0 . 0  
w i t h  m o r e  9 0 %  e t h a n o l , t r a n sfe r r e d  t o  
f l a s k . T h e  
m l  v o l u m e  
a T ef l o n 
( p o l yf l u r o c a r b o n ) 
s t o r e d  a t  - 2 0 ° 
c a p p e d  1 6  x 1 2 5  m m  c u l t u r e  t u b e a n d 
p a r a l l e l  
r e q u i r e d  
r e p l a c e s  
c. N o r m a l l y s a m p l e s  w e r e  d o n e  i n  
s e t s  of s i x , w i t h  a b o u t  o n e  h o u r  b e i n g  
t o  p r o c e s s  s u c h  a s e t . T h e  a b o v e  p r o c e d u r e  
t h e  m o r e  c o n v e n t i o n a l  p r o l o ng e d e x t r a c t i o n  of 
1 2  
sac c h a r i d e s  w i t h  h o t  s o l v� n t s ,  an d h a s  t h e  a d va n t ag e o f  
�w i f t n e s s  w h i c h  a l l o w s  l e s s  c h a n c e  f o r d e g r ad a t io n o f  
t h e  s a c c har i d e s . 
u l t ra- s o u n d  i s  a 
T h o u g h  t h e  c o m b i na t i o n  o f  shear an d 
r ea s o n b l e  a p p r oa c h t o  sac c ha r i d e  
e x t r a c t i o n , 
l i t e r a t u r e . 
n o  s i m i l a r  a p p r oa c h ha s b e e n f o u n d i n  t h e  
E x t r a c t p r epa r a t io n 
A n  a l i q u o t  o f  t h e a b o v e  9 0 %  e t han o l  e x t rac t ( 1  
m l  k n o w n  t o  t h e n ea r e s t  0 . 0 1 m l ) wa s t r a n s f e r r e d  t o  a 
s c r e w t o p  1 3  x 1 0 0 m m  c u l t u r e  t u b e , l a i d a t  a 1 5 ° . s l o p e  
o v e r  
h ea t  
a w h i t e  C o r f a x  p la t e a n d  a b o u t  3 i n c h e s  u n d e r  a 
l a m p . A ga i n s a� p l e s  w e r e  p r o c e s s e d  i n  g r o u p s  of 
s i x , wi t h  ab o u t  1 0  m i n u t e s  r e q u i r e d fo r t h e  9 0 %  e t h a n o l  
t o  e v a p o r a t e . T h e  s a m p l e s  w e r e  n o r ma l l y  r e m o v e d  f r o m 
u n d e r  t h e  h e a t  l a m p  w i t h i n  5 m i n u t e s  a f t e r  t h e  s o l v e n t 
eva p o ra t e d . T h i s  p r o c e d u r e  r e p l a c e d  t h e c u m b e r s o m e  an d 
m o r e  t i m e - c o n s u m i n g  r o ta r y e va p o r a t i o n  o f  t h e  sam p l e  
a n d a l l o w e d f o r  t h e  c o n v e n i e n t  m i c r o  p r e para tio n 
p r o c e d u r e . 
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D e r iv a ti z a tio n p r o c e d u r e  
T h e  abo v e  e v a p o r a t e d e x t r a c t w a s i m m e d i a t e l y  
d e r i v a t i z e d  b y  a d d i n g  ( a )  a s c o o p  of a ppr o x i m a t e l y  
3 0  m g  of s o l i d  h y d r o x y l a m i n e  h y d r o c h l o r i d e , a n d  ( b )  b y  
u s e  of a La n g l e v y  p i p e t t e , a p r e c i s e l y  m e a s u r e d v o l u m e  
( 0 . 1 5 0 m l ) o f  p y r i d i n e c o n t a i n i n g  a w e l l  d e f i n e d  
c o n c e n t r a ti o n o f  rha m n o s e  ( 0 . 5 7 2  g m ) .  Th i s s t a n d a r d  
s o l u tio n w a s p r e p a r e d  b y  d i s s o l vi n g s o l i d  p u r e  rh a m n o s e  
m o n oh y d r a t e  ( 7 0 . 0  m g ) i n  p y ri d i n e  a n d  d i l u t i n g t o  
v o l u m e  i n  a 5 0  m l  v o l u m e t ric f l a s k . A s m a l l  T e f l o n -
c o a t e d  s t i r r i n g  b a r  w a s  a d d e d , t h e  r e a c t i o n f l a s k 
s e a l e d  w i th a T e f l o n  l in e d  s c r e w c a p , a n d  t h e  t o t a l  
u n i t  w a s h e a t e d / s t i r r e d  i n  a he a t i n g  b l o c k f o r 2 0  
min u t e s  a t  6 5 - 7 0 ° C .  A f t e r  a b o u t  t w o  min u t e s  h e a t i n g  
t im e , the r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s g e n t l y  s w i r l e d  o v e r  the  
i n s i d e  a r e a  o f  the r e a c tio n v e s s e l  t o  a s s u r e  tha t a l l  
o f  t h e  e x t r a c t e d  m a t e r i a l  w o u l d  e n t e r  i n t o  the  
r e a c t i o n . A v o l u m e  e x c e s s  o f  a c e t i c a nh y d r i d e  ( 0 . 2 0 0 
m l ) w a s t h e n a d d e d  t o  the  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  h e a t i n g  
/ s t i r r i n g  w a s c o n t i n u e d  f o r  3 0  m o r e  m i n u t e s .  F i n a l l y , 
the  d e ri v a t i z a t i o n  m i x t u r e  w a s r e a d j u s t e d  t o  a v o l u m e  
e x c e s s  o f  p y r i d i n e  ( 0 . 1 0 0 m l ) 
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E x t r a c t i o n  a n d  C o n d e n s a t i o n  
T h e a b o v e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s s e p a r a t e d  fr om 
t he d e r i v a t i z a t i o n  r e a g e n t s  b y  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e . 
T hr e e t e s t  t u b e s  ( 1 6 x 1 2 2 m m ) w e r e  s e t  up f o r e a c h  
e x t r a c t i o n . T h e  f i r s t  t u b e  c on t a i n e d  w a t e r  ( 2  m l ) a n d  
c h l o r o f o r m  ( 1  m l ) .  T h e  s e c o n d  t u b e c o n t a i n e d  w a t e r  ( 2  
m l ) w i t h  p y r i d i n e ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 1  m l ) .  T h e  th i r d  
t u b e c o n t a i n e d  p u r e  w a t e r . T h e  d e r i v a t i z a t i o n m a t e r i a l  
w a s a d d e d  w i t h  a P a s t e u r  p i pe t te ,  v o r t e x m i x e d  ( 3 0 
s e c o n d s )  a n d  t h e p h a s e s  a l l o we d  t o  s e p a r a t e  f o r  a f e w 
m i n u te s  
i f  a n  
( o n r a r e  o c c u r en c e s  c e n t r i f uga t i o n  i s  r e q u i r e d  
em ul s i o n i s  f o r me d ) .  P as t eur  p i pe t t e s  w e r e  
e m p l o y e d  t o  
( c h l o r o f o r m )  
s y s t e111a t i c a l l y  
p h a s e  f r o m t u be 
t r a n s f e r  
t o  t u b e , 
v o r t e x m i x i n g . T he c h l o r o f o r m  pha s e  f r om 
t u b e  w a s t h e n  t r a n s f e r r e d t o  a 1 6  x 1 2 5 m m  
t he l o w e r 
f o l l o w e d  b y  
t h e t h i r d  
s c r e w c a p  
c u l t u r e  t u be a n d  d r i e d  f o r  a f e w m i n u t e s  " i t h  a h a l f -
d o z e n  a c t i v a t e d  
s i e v e . T h e  m o l e c u l a r  
f o r  3 h o u r s )  
s i e v e  w a s 
2 m o l e c u l a r  
r e m ov e d a n d  t h e  
c h l o r o f o r m s olu t i o n  i n  t h e  s c r e w c a p  c u l t u r e  t u b e  
h e a t e d  i n  t h e 6 5 - 7 0 °C h e a t i n g  b l o c k  f o r  o n e  t o  t w o  
h o u r s , u n t i l  a t o t a l  v o l u m e  o f  0 . 1 t o  0 . 2  m l  i s  
r e a c he d . T h e d e r i v a t i z a t i o n  e x t r a c t  i s  n o w r e a d y  f o r  
GLC i n j e c t i o n  a n d  i n  m o s t  c a s e s  i s  s t a b l e  f o r  s e v e r a l  
m o n t h s  a s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n . 
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Ga s - l i g u i d  c h r o ma t ograp h y  
T h o u g h  a va r i e t y o f  c o l u m n s  c a n  b e  e m p l o y e d , 
t h e p r e f e rr e d g e n e ra l  s u r v e y  c o n d i t i o n s  c o n s i s t  o f  a 4 
f t  x 2 m m  i . d .  g l a s s  c o l u m n , c o n f i g u r e d  f o r  o n - c o l u m n  
i n j e c t i o n , a n d  p a c k e d  w i t h  an  O V - 1 7 t y p e  l i q u i d  p h a s e  
o n  a C h r o m o s o r b  W t y p e s u p p o r t - - i t  wa s f o u n d  t ha t  t h e  
m o s t  u s e f u l  pa c k i n g  avai lab l e  w a s t h a t  d e s i g n a t e d  f o r  
u s e  i n  t h e  E P A  m e t h o d  6 2 5  ( a  p r i o r i t y  p o l l u t a n t  s u r v e y  
p r o c e d u r e ) - - a  t y p i c a l  e xam p l e  o f  t h i s  c o l um n  pa c k i n g  i s  
s o l d  b y  S u l p e l c o  I n c . u n d e r  t h e d e s i g n a t i o n I - 1 2 5 6 . 
A f t e r  c o n d i t i o n i n g  o v e r n i g h t  at 2 6 0°C ,  t h e G L C  
i n s t r u m e n t  w a s  t h e n  t e m p e ra t u r e p r o g r am m e d f r o m 1 4 0 t o  
3 1 0 ° C a t  2 0° / m i n  w i tp an u p p e r  l i m i t h o l d  t o  a c c o u n t 
f o r  a t o t a l  r u n  t i m e  o f  1 3  m i n u t e s . A f l ow r a t e o f  3 0  
t o  3 5  ml/ m i n o f  a n  
a l l o w e d  a s u r v e y  
i n e r t  g a s  ( n i t r o g e n  i s  a p p r o p r iat e )  
o f  a l l  s u g a r s  f r o m s ma l l ( 4  C )  
m o n o sa c c ha r i d e s  t o  d i sac c har i d e s  t o  b e  d i s c e r n e d . 
N o r ma l l y  t h e  i n j e c t o r  a n d  d e t e c t o r  w e r e  s e t  a t  
an d 1 
e xt r a c t  
t o  5 m i c r o l i t e r s  o f  c o n c e n t r a t e d  
o f  t h e  d e r i v a t iza t i o n  p r o d u c t s  w e r e  
c h l o r o f o r m  
i n j e c t e d .  
T h e  c o l u m n  o u t p u t  wa s c o n t i n u o u s l y  m o n i t o r e d b y  a 
d e t e c t o r  s e t  a t  h i g h a t t e n ua t i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  
f o r m o s t  GL C e l e c t r o m e t e r s .  T h e  o u t p u t  o f  t h e  
F I D  
5 0 0 ) 
GL C 
s y s t e m w a s c o n t i n u o u s l y  m o n i t o r e d  b y  a s t r i p - c ha r t 
r e c o r d e r  m o v i n g  a t  a r a t e o f  1 t o  2 em p e r  m i n u t e . 
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S umma r y  o f  t h e c o n t r i b uti o n s� t h e  d eri v a t i zatio n, 
e x t r a c t i o n,  a n d  c h r o m a t ogr a p h y  p r o c e dur e 
T h e  a b o v e  p r o c e d u r e  s u c c i n c t l y  d e s c r i b e s  t h e  
f i n a l  a c t u a l  p r o c e dur e wh i c h  i s  c u r r en t l y  a v a i l a b l e t o  
t h e  S D SU l a b o r a t o r y  f o r  u s e  i n  s u r v e y  s t u d i e s  o f  t h e  
f r e e  s u g a r  c o n t e n t  o f  p l a n t m a t e r i a l s . Howe v e r , i t  d o e s  
n o t  a c c u r a t e l y  i d e n t i f y  t h e m a j o r  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d , 
a n d  
o f  
h o w  t h e s e  p r o b l e m s  w e r e  s o l v e d  w i t h i n  t h e c o n t e x t  
t h e  s t a t e d  o b j e c t i v e s - - t ha t i � , d e v e l o p m e n t  o f  a 
s i m p l e , ea s y , q u i c k  a n d  i n e xpe n s i v e  s u rv e y p r o c e d u r e . 
T h e  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  wi l l  n o w b e  o u t l i n e d , a n d  
s o l u t i o n s  w i l l  b e  d e s c r i b e d . 
A n  e a r l y  m ajo r p r o b l e m e n c o u n t e r e d  w a s t h e  
e s s e n t i a l  f a i l u r e  o f  s u g a r s  i n  t i s s u e  e x t r a c t s  t o  b e  
d e ri v a t i z e d  t o  P A A N/ P AKO d e riv a t i v e s  wh e n  p r e v i o u sly 
d e s c r i b e d  d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e s  w e r e  em p l o y e d - - e v e n  
t h o u g h  t h e s e  p r o c e d u r e s  d o  w o r k  w i t h  m i x t u r e s  o f  p u r e  
s u g a r s  o r  w i t h  t i s s u e  e x t r a c t s  o f  a n  a n i m a l o r  m i c r o b a l 
o r i g i n . 
t i m e 
r a t h e r  
v o l u m e  
v o l u m e  
t o  
T h e u l t i m a t e  s o l u t i o n t o  t h i s  p r o b l e m  r e q u i r e d  
f i n d , b u t  t e c h n i c a l l y  p r o v e d  q u i t e s i m p l e - -
t h a n  d o i n g  t h e s e c o n d  a c e t y l a t i o n s t ep w i t h  a 
e x c e s s  o f  p y r i d i n e  ( a s  p r e v i o u sly r ep o r t e d ) a 
e x c e s s  o f  a c e t i c  a n h y d r i d e i s  r e qu i r e d . I n  
a d d i t i o n , 
c o n t a i n i n g  
a n d  
l a r g e  
e s p e c i a l l y  
p e r c e n t a g e s  
f o r  
o f  
t i s s u e s  o f  p l a n t s  
c h l o r o p l a s t s , m u c h 
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la r g e r  t h an s t o ich i o m e t r i c am o u n t s  o f  hyd r o x y l am i n e  
h y d r och l o r i d e  a r e r e q u i r e d . T h e  p y r i d ine/ace t i c  
an h y d r i d e r a t i o  s o l u t i o n wa s  d e v e l o p e d , a n d i n  
c on j u n c t i o n w i t h  Da r n e l l N e h l i c h , t h e  n e c e s s i t y of 
exc e s s  h y d r ox y l am i n e  h y d ro c h l o r i d e  wa s e s ta b l i s h e d  
( d i scu s s i o n o f  t h i s  a s p ect  o f  t h e  p r o b l e m w i l l  b e  d eal t 
w i t h  i n  D .  N e h l ich' s M . S .  t h e s i s - - c u r re n t l y  i n  
p r e pa r a t i o n a t  S D SU ) . 
T h e  a b o v e  s o l u t i o n e s t a b l i s h e d  a s e c o n d  s e t  o f  
p r o b l e m s . F i r s t , i t  was f o u n d  t ha t  t h e  c h l o r o f o r m  
e x t r ac t s o f  t h e  a b o v e  d e r i va t i v e s , t h u s  o b t a i n e d  
t h e  e t hanol t i s s u e  e x t rac t s , r a p i d l y  d e g ra d e d  
f r o m 
t h e  
p e r f o r man c e  o f  t h e  O V - 1 7  GL C c o l u m n s - - i n  c o n t r a s t t o  
p r e v i o u s  c h l o r o for m ext rac t s f r o m o t h e r  t i s s u e  s y s t e m s . 
T h i s  c o l u m n  d e g r adat i o n  was e x t r e m e l y  n o t i c ea b l e  w i t h  
r e ga r d t o  t h e P AKO d e r i va t i v e s  
i n j ec t i o n s  o n  a n e w  co l u m n , 
a n d a f t e r  a 
t h e  P AKO p eak s 
d oz e n 
i n  a 
r ef e r e nc e  c h r o ma t o g ram t o t a l l y  d i sa p p ea r e d , w h e r ea s  
t h o s e  o f  t h e  P A AN an d t h e  p e rac e t y l a t e d  p o l y alco h o l s  
r e ma i n e d  a t  n ea r  o r i g i na l  i n t e n s i t y . S e c o n d l y , 
u s e f u l  l i f e  ex p ectancy o f  a l l d e r i v a t i v e s  i n  
c h l o r o f o r m  e x t ra c t wa s d rama t i ca l y d ec r e a s e d  
s e v e r a l  m o n t h s  t o  s e v e ra l  d a y s f o r  e x t r ac t s  
t h e  
t h e  
f r o m  
f r o m 
d e r i va t i za t i o n  r eac t i o n s  w h i c h  h a d  p r oc e e d e d w i t h  an  
e xc e s s  o f  a c e t i c an h y d r i d e . B o t h  p r o b l e m s w e r e  
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a t r i b u t e d  t o  a n  ex c e s s  o f  a c e t i c a n h y d r i d e  i n  t h e  f i n a l  
c h l o r o f o r m e x t r ac t s . S e v e r a 1 p r o c e d u r e s , i n c 1 u d i n g t h e, 
n e u t r a l i za t i o n o f  t h e  c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w i th s o d i u m 
b i c a r b o na t e , w e r e  t r i e d  a n d t h e  m o s t e f f e c t i v e  ( an d 
t e c h n i cal l y  t h e s i m p l e s t ) m e t h o d  c o n s i s t e d  o f  ( a )  t h e  
r e - a d j u s t m e n t  o f  t h e  r e a c t i o n m i x t u r e  ba c k  t o  a 
p y r i d i n e e x c e s s  a f t e r  t h e  f i n a l  r ea c t i o n p e r i o d  an d ( b )  
t h e i n c l u s i o n o f  a p y r i d i n e " c h a s e r "  i n  t h e  sec o n d  
w a t e r  e x t r a c t s o l u t i o n . 
S i m p l i c i t y , i n c r ea s e d  s p e e d , a n d i m p r o v e d  ea s e  
o f  p r o c e d u r e s  w e r e  ma j o r  o b j e c t i v e s  w i t h  r e ga r d t o  al l 
s t e p s  f r o m o b ta i n i n g  t h e p lan t t i s s u e s  t o  t h e  f i n a l  
c h r o ma t o g r am . A n  ad d i t i o na l  o b j e c t i v e  w a s  t o  a d a p t t h i s 
p r o c e d u r e  t o  a "m i c r o" s cal e . Co n v e r s e l y , i t  wa s a 
c o n c e r n  t ha t  a s i m p l i f i c a t i o n  i n  t e c h n i q u e s  w o u l d  al t e r  
t h e  c h r o ma t o g ram s - - e s p e c i a l l y  i n  r e ga r d t o  
q u a n t i t a t i o n . T h e  m e t h o d  m o d i f i c a t i o n s  w e r e  mad e w h i l e  
s t u d y i n g ac t ua l  t i s s u e  e x t ra c t s  f r o m t h e  f r u i t  o f  
ap p l e s . I n  n o  c a s e d i d  t h e c ha n g e  i n  p r o c e d u r e · c han g e  
t h e i d e n t i t y o r  r e d u c e  p eak a r ea f o r a n y o f  t h e s i m p l e  
s u ga r s i n v o l v e d  i n  t h i s  s t u d y . 
T h e  f i r s t  m o d i f i c a t i o n c o n s i s t e d  o f  
s u b s t i t u t i n g t h e  s h ear - p r o b e / u l t ra s o n i c - p r o b e s y s t e m 
f o r  a c o n v e n t i o na l  p r o l o n g e d  h o t  s o l v e n t  e x t rac t i o n 
s y s t e m . D u r i n g  t h e p r e l i m i n ar y e x t r ac t i o n  s t u d i e s , t h e 
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p r o c e d u r e s  
s i m p l e , b u t  
w e r e  p r o g r e s s i v e l y  m o d i f i e d  t o  a c h i e v e  a 
e f f e c t i v e , m e t h o d  w h i c h  y i e l d e d r e s u l t s  
c o m pa t i b l e  w i t h  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  q uan t i t a t i o n s  o f  
f r e e  s u g a r s .  T h e f i r s t  p r o c e d u r e  u s e d  a f i v e g r a m 
sam p l e  o f  p l a n t t i s s u e , i m m e r s e d  i n  5 0  m l  o f  95 p e r c e n t  
e t han o l , 
f o r  f i v e 
a n d  s u b j e c t e d t o  s h e ar w i t h  a S o r v a l e x t r a c t o r  
m i n u t e s . A f i v e  m l  a l i q u o t  o f  t h e  e t han o l  
e x t r a c t wa s t h e n  e vap o r a t e d  t o  d r y n e s s , r e - e va p o:r-a t e d  
w i t h  
s c a l e 
a b s o l u t e  e t h a n o l , an d a i r d r i e d . 
o f  t h e  p r o c e d u r e , a T e c h ma r  
T o  r e d u c e  t h e  
T i s s u e m i z e r wa s 
e m p l o y e d  w i t h  fav o r ab l e  r e s u l t s . A d d i t i o na l , s ma l l e r  
s ca l e 
S o n i c  
e x t r a c t i o n  s t u d i e s w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  a F i s h e r  
D i s m e m b r a t o r ( Ho d e l  3 0 0 ) w i t h  a m i c r o - p r o b e . 
T h e s e s t u d i e s  i n d i cat e d  t hat  1 0 0 m g  o f  t i s s u e  w i t h  1 m l  
o f  s o l v e n t , t r ea t e d  f o r  3 0  s e c o n d s  w i t h  38 p e r c e n t  
p ow e r ( max i m u m  f o r  t h e  m i c r o - p r o b e ) g a v e  c o m pa r a b l e  
r e s u l t s  t o  t h o s e  d e t e r m i n e d  w i t h  t h e  T i s s u e m i ze r , s o  
s o n i c a t i o n  w a s  i n c o r p o rat e d  i n t o  t h e  e x t r a c t i o n  
P a r a l l e l  a p p l e  t i s s u e s  w e r e  e x t ra c t e d  f o r  p r o c e s s . 
s e v e ra l  h o u r s  an d a l s o  o v e r n i g h t  w i t h  a G o l d f i s c h 
e x t rac t o r a n d  y i e l d e d  i d e n t i c a l  r e s u l t s  t o  t h e s h e a r -
p r o b e / u l t ra s o n i c- p r o b e  a p p r o a c h  w i t h  r e ga r d t o  t h e  
g l u c o s e , s o r b i t o l , f r u c t o s e , a n d s u c r o s e  a na l y s i s .  
T h e  s e c o n d  m o d i f i c a t i o n  c o n s i s t e d  o f  
s u b s t i t u t i n g t h e h ea t  l a m p  e va p o r a t i o n s t e p f o r  a 
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r e d u c e d  p r e s s u r e  r o t ar y e va p o r a t i o n s t e p . Aga i n ,  n o  
d i f f e r e n c e s  i n  t h e  q uan t i t a t i o n o f  t h e  s u ga r s i n  a p ple 
e x t r a c t s  
a d d i t i o n 
w e r e  o b s e r v e d . I mp o r t a n t l y , 
t o  e a s e o f  s ample p r e pa r a t i o n , 
t h i s s t e p , i n  
all o w s  u s  to 
c o n v e n i e n t ly d eal w i t h  s malle r v olume s o f  e x t r a c t s , a nd 
t o  hav e t h e  f i nal e va p o r a t e d  e t ha n ol e x t r a c t i n  mo r e  
c o n v e n i e n t l y  s i z e d  r ea c t i o n v e s s e l s .  
T h e  t h i r d  m o d i f i c a t i o n c o n s i s t e d o f  h ea t i ng t h e 
a b o v e  r eac t i o n t u b e s  i n  al u mi n u m h e a t i n g  b l o c k s , ra t h e r  
t ha n  i n  a n  o il b a t h a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d . 
C o n v e r s e l y , i t  \vas d i s c o v e r e d t ha t  t h e o p t i mum 
t em p e r a t u r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  sma l l r ea c t i o n f l a s k s  wa s 
i n  t h e 6 5 - 7 0 ° C r an g e , ra t h e r  t ha n  i n  t h e  8 0 - 8 5 ° C r a n g e  
u s e d  f o r  t h e same sam p l e s  i n  l a r g e r  r o t a r y e vap o r a t o r  
t em p e rat u r e  t u b e s  k e p t  i n  an o i l  ba t h - - t h e  h i g h e r  
r e s u l t s  i n  mu l t i p l e  s i d e - r eac t i o n  p e ak s . T h e  d i f f e r e n c e  
b e twe e n  t h e 
r e p r o d u c e i b l e , 
t w o  
an d 
d i f f e r e n c e s  e x i s t . 
h ea t i n g  s y s t em s  i s  r ea l  
c u r r e n t l y  n o  e x pla n a t i o n  t o  
a n d 
t h e s e  
N e v e r t h e l e s s , t h e p e ak r a t i o s  f o r  
a p ple  e x t r ac t s  ar e t h e  s am e  f r o m b o t h  d e r i va t i za t i o n 
p r o c e d u r e s . 
T h e  f o u r t h mo d i f i ca t i o n c o n s i s t e d o f  u s i n g  a 
m i c r o s c o o p  ( c o n s i s t i n g  o f  a 1 mm g l a s s r o d  f u s e d  i n t o , 
b u t  n o t  t o t a l l y  e x t e n d e d  t o  t h e e n d  o f  a 1 mm i n s i d e  
d iame t e r  g l a s s t u b e ) . T h e  c yl i n d r i ca l  v o l u� e  a t  t h e  e n d  
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o f  t hi s  t u b e c a n  b e  c o n s t r u c t e d  t o  d e l i v e r  t h e  d e sir e d  
am o u n t  o f  h y d r o x y l am i n e  h y d r o c h l o rid e . 
T h e  f i f t h  m o d i fi c a t i o n  c o n si s t e d  o f  t h e  c han g e s  
i n  t h e  r e a c t i o n r e a g e n t  ( a c e tic a n h y d r i d e  I py r id i n e ) 
r a t i o  a n d  e x t r a c t i o n c h a n g e s . A g a i n , n o  c h a n g e  w a s 
o b s e r v e d  w h e n  a s y n t h e tic g l u c o s e , s o r b i t o l , f r u c t o s e , 
a n d  s u c r o s e  s am p l e  wa s d e rivatiz e d b y  t h e  f o r m e r  o r  t h e  
l a t t e r  p r o c e d u r e s . 
T h e  s i x t h  m o difi c a t i o n  wa s t h e  s e l e c ti o n o f  a 
r e a di l y a v ai l ab l e  c o l u m n  pac kin g .  A s u r v e y  w a s 
p e r f o r m e d  wi t h  a s t an d a r d mix t u r e  o f  P A A N / P AKO 
d e ri v a t i v e s  ( s e e  r e f e r e n c e  1 0  f o r  t y pi c a l  c o m p o n e n t s )  
o n  a v a ri e t y  o f  c o m m e r cia l l y a v a i l a b l e  p a c k i n g s o f  t h e 
O V - 1 7 t y p e . T h e  t e r m s  S P - 2 2 5 0  an d S u p e l c o p o r t , a r e 
a c t u a l l y  p r o p rie tar y t e r m s  u s e d  t o  d e s c ri b e e n h a n c e d  
f o r m s  o f  O V - 1 7 an d C h r o m o s o r b  W ( a c id  w a s h e d ) s u p p o r t . 
T h e  p a c kin g s  s u r v e y e d  w e r e: 
2 %  O V - 1 7 o n  1 0 0 / 1 2 0 m e s h  S u p e l c o p o r t  
( in - h o u s e  p r o d u c ti o n )  
1 %  S P  2 2 5 0  o n  1 0 0 / 1 2 0 m e s h S u p e l c o p o r t  
( S u p e l c o  # 1 - 1 8 3 1 ) 
3 %  S P  2 2 5 0  D B  o n  1 0 0 / 1 2 0 m e s h S u p e l c o p o r t  
( S u p e l c o  # 1 - 1 8 9 5 )  
3 %  S P  2 2 5 0  o n  1 0 0 / 1 2 0 m e s h S u p e l c o p o r t  
( S u p e l c o  # 1 - 1 7 5 6 )  
T h e  2 %  O V - 1 7  pac kin g wa s t h e  s a m e  p a c ki n g d e s c ri b e d  i n  
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t h e  o r i g i nal  s t u d i e s f o r  t h e  P A A N / P AKO . 
1 1  s e p a r at1 o n s  
a n d  i s  n o t  c u r r e n t l y  c o m m e r c ial l y  a v a i l a b l e . I t  w a s 
t h e r e f o r e  d e s i r a b l e t o  f i n d  a r e a d i l y c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e  p a c k i n g  o f  a w e l l d e f i n e d  n a t u r e . T h e  1% SP 
2 2 5 0 p a c k i n g  p r e s e n t e d  l oad i n g  p r o b l e m s  a t  i n j e c t i o n s  
o f  h i g h  l e v e l s  o f  d e r i v a t i v e s . Th e S P  2 2 5 0  D B  p a c k i n g  
( a  s p e c i a l  bas e - d eac t i va t e d  pac k i n g ) p r e s e n t e d p r o b l e m s  
f r o m p eak t a i l i n g , 
d e r i v a t i v e s , a n d  a 
und e r  q uan t i t a t i o n 
p r o g r e s s i v e l y  r i s i n g  
o f  k e. t o s e  
b a s e  l i n e . 
H o w e v e r , t h e  3 %  S P  2 2 5 0  o n  1 0 0 / 1 2 0 m e s h  S u p e l c o p o r t w a s 
h i g h l y  c o m pa t i b l e  w i t h  a c o m p l e x  d e riva t i v e m i x t u r e , 
a n d was e q ua l , o r  s u p e r i o r t o , t h e  p r o p e r t i e s  
a s s o c ia t e d  w i t h  t h e  o r i g i n a l  2 %  O V - 1 7 p a c k i n g . I n  
a d d i t i o n ,  t h i s  3 %  S P  2 2 5 0  ( S u l p e l c o  # 1 - 1 7 5 6 ) i s  a n  
a p p r o v e d  pa c k i n g  f o r  t h e  E P A  Me t h o d  6 2 5  a na l y s i s - -
s u g g e s t i n g t h a t  t h i s  w e l l - d e f i n e d  pa c k i n g  w i l l  b e  
e a s i l y  av a i l a b l e  i n  t h e  f u t u r e . 
T h o u g h  a n  o b v i o u s  a d van tag e o f  t h e  P A A N / P AKO 
p r o c e d u r e i s  t hat  d e r i v a t i v e s  o f  s i m i l a r  a ld o s e s , 
k e t o s e s , an d a l d i t o l s a r e  r e a d i l y  s e p a ra t e d , a l e s s 
o b v i o u s  d i s a d v a n t a g e  i s  t ha t  t h i s c o l l e c t i o n o f  
d e r i v a t i v e s , w i t h  d i f f e r e n t  f u n c t i o n a l  g r o u p s  r e p l a c i n g  
t h e a n o m e r i c  p o s i t i o n , m i g h t  n o t  hav e a u n i f o r m  
d e t e c t o r  r e s pon s e  f a c t o r . I n  fa c t , d i f f e r e n t  r e s p o n s e  
f ac t o r s  d o  o c c u r , a n d  f o r  a c o l l e c t i o n o f  d i f f e r e n t  
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c l a s s e s  o f  d e r i va t i v e s , g r ea t e r  c a r e m u s t  b e  e x e r c i s e d  
t han w i t h  a c o l l e c t i o n  o f  d e r i va t i v e s  o f  a s i n g l e c l a s s 
( e . g . , o n l y  P A AN d e r i v at i v e s ) w i t h r e ga r d t o  
q uan t i tat i o n . H o w e v e r , o u r  c u r r e n t  t e c h n i q u e s  e a s i ly 
a c c o m o d a t e t h i s p r o b l e m . F o r  a g i v e n  d a y ' s  s t u d i e s  a 
r e f e r e n c e  sam p l e  wa s i n j e c t e d  an d n o n - r e c o r d e d  
p r o g r am m e d .  S e c o n d l y , a r e f e r e n c e  sam p l e , c o n t a i n i n g  
t h e  d e r i va t i v e s  o f  a k n o w n  w e i g h t  o f  a s o l u t i o n o f · D­
r ham n o s e , D - g l u c o s e , s o r b i t o l , D - f r u c t o s e , a n d s u c r o s e , 
wa s i n j e c t e d . T h e e l e c t r o n i c i n t e g r a t o r  wa s i n s t r u c t e d  
t o  c o m p u t e t h e r e s p o n s e  fac t o r s  o f  t h e s e  d e r i va t i v e s , 
r ela t i v e  t o  the a r ea o f  t h r  D - rham n ose p eak . 
T h e r ea f t e r , i n j e c t i o n s  o f  s o l u t i o n s  o f  u n k n o w n s , s p i k e d  
w i th 
a n d 
a k n o w n  am o u n t  o f  D - r ham n o s e , c o u l d b e  i n j e c t e d  
t he e l e c t r o n i c  i n t e g rat o r  w o u l d  p e r f o r m  t h e 
f o l l o w i n g  o p e r a t i o n s . F r o m t h e  r elat i v e  ( t o D - r ham n o s e )  
r e t e n t i o n  t i m e s , 
e s t ab l i s h e d . T h e  
t h e  i d e n t i t i e s  o f  t h e  p ea k s c o u ld 
a r ea o f  a l l t h e  p e ak s  i n  
b e  
the  
c h r o ma t o g r am c o u l d  b e  c a l c u l at e d  i n  t e r m s  o f  th e D -
r ham n o s e  p eak . The p eak s t ha t  c o r r e s p o n d  t o  r e t e n t i o n 
t i m e s  o f  k n o w n  c o m p o u n d s c an n o w b e  q ua n t i ta t e d  i n  
t e r m s  o f  a n  a b s olu t e  am o u n t  o f  t ha t  c o m p o u n d . A n d , i f  
t h e  o r i g i na l  w e i g h t  o f  t h e u n k n o w n  i s  e n t e r e d  i n t o  t h e 
i n t e g ra t o r , · t h e  w e t - w e i g h t  p e r c e n t o f  t ha t  s u gar c an b e  
i m m e d i a t e l y  c a l c u l a t e d . T h e  r e s p o n s e  f a c t o r i s  p r o bably 
24 
d e p e n d e n t  u p o n  t h e  a c t u a l  s e n s itiv i t y  o f  t h e  d e t e c to r , 
a n d a l so u p o n  t h e s el e c t i v e  ad s o r p t i o n  l o s s e s  o n  t h e  
c ol u m n  packi n g . T h e  ad s o r p t i o n l o s s e s  a r e  d e p e n d e n t  
u p o n  t h e  p r e v i o u s  h i s t o r y  a n d c o n d i t i o n i n g  o f  t h e  
c o l u m n , a n d  c a n  c han g e  s l i g h t l y  f r o m d a y - t o - d a y . U p o n  
t h i s  ba s i s , a q uan t i ta t i o n a c c u ra c y o f  a p p r o x i m a t e l y  
o n e  p e r c e n t  i s  a c h i e v e d - - w i t h  t h e e x c e p t i o n o f  t h e  
s u c ro s e p e ak , w h i c h  i s  o nl y  r e p r o d u c i b l e  t o  a b o u t  t h r e e  
p e r c e n t  ac c u r a c y . I n  g e n e ra l , t h e P A A N  d e r i va t i v e s  o f  
D - r ha m n o s e  an d D - g l u c o s e 
r e s p o n s e s  o n  a w e i g h t  b a s i s ,  
d e r i va t i v e  g i v e s  a s l i g h t l y  
g i v e  s i m i l a r  d e t e c t o r 
b u t  t h e D - f r u c t o s e PAKO 
h i g h e r  r esp o n s e , t h e 
s u c r o s e g i v e s  a n  e v e n  h i g h e r  r e s p o n s e , a n d  t h e  s o r b i t o l  
y i e l d s  a d e t e c t o r  r e s p o n s e  ( s t i l l  r e l a t i v e  t o  D -
r hamn o s e ) o f  t w i c e  t ha t  o f  D - g l u c o s e . T y p i c a l  r e s p o n s e  
f a c t o r s f or a g i v e n d a y  a r e  a s  f ol l o w s : 
S u g a r  
D - g l u c o s e 
S o r b i t o l  
D-:- f r u c t o s e  
S u c r o s e  
D e t e c t o r  R e s p o n s e  
( r elat i v e  t o  D - r ham nos e )  
0 . 9 3 0  
2 . 05 5  
1 .  0 2  3 
1 . 2 4 2  
25 
T h e  
c o n c e n t ra t i n g  
d er i v a t i za t i o n 
w e r e  o b s e r v e d  
s e v e n t h  
t h e 
m o d i f i c a tio n c c· n si s t e d  
c h l o r o f o r m  ex t r a c t o f  
o f  
t h e  
r ea c t i o n f o r  G L C  i n j e c t i o n . No c han g e s  
f o r  t h e  c o m pa r a t i v e  a p p l e  e x t rac t 
s o l u t i o n , h o w e v e r , a d d i t i o na l  d i s c u s s i o n s  a n d r ea s o n s  
f o r  t h i s  s t e p  a r e i n c l u d e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n . 
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Qu a n t i t a t i o n of t h e  ch r o ma t ogr aph ic d a t a  
A t  t h e s t a r t  o f  t h e r e s e a r c h  i t  w a s r e c o g n i ze d 
t h a t a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  w o u l d  b e  u s e f u l , a n d  p o s s i b l y  
n e c e s s a r y . 
c h l o r o f o r m 
w o r k  i t  
T h e  f i n a l , i n j e c t e d  
ex t r a c t , a n d  f o r  a n  
d e r i v a t i v e  i s  i n  
e x t e r n a l s t a n d a r d  
a 
t o  
w o u l d  b e  n e c e s s a r y ,  a t  a m i n i m u m ,  t o  b o t h  
q u a n t i t a t i v e l y  e x t r a c t t h e d e r i v a t i v e  a n d  t o  p r o p e r l y  
a d j u s t  t h e v o l ume o f  t h e f i n a l  c h l o r o f o r m  s o l u t i o n . T h e  
u s e  o f  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  w o u l d  r e q u i r e  s o m e w h a t  m o r e  
co m p l ex c a l c u l a t i o n s  t h a n  a n  e x t e r n a l s t a n d a r d  m e t h o d , 
b u t  c o u l d  b o t h  simp l i f y  o u r  p r e p a r a t i o n sch e m e  a n d  
c o u ld a l l o w u s  t o  a c h i e v e  f a i r l y  p r e c i s e q u a n t i t a t i o n . 
D u r i n g  t h e  c o u r s e o f  t h i s  r e s e a r c h , d i g i t a l  i n t e g r a t i o n  
s y s t e m s  ( w i t h
. 
s o p h i s t i c a t e d  s o f t w a r e  p r o g r ams ) h a v e  
b ec o m e  a c c e s s i b l e . N e v e r t h e l e s s , m o s t  o f  t h e s t u d i e s 
r e p o r t e d  i n  t his t h e si s  w e r e  eit h e r  d o n e  b y  c u t t i n g  a n d  
w e i g hin g ( f o l l o w e d  b y  h a n d  c a lcu l a t i o n s  o n  
c a l c u l a t o r ) o r , 
u n s o p h i s t ic a t e d  
l a t e r , 
V a r i a n  
w h i c h  w a s r e c o n d i t i o n e d  
b y  t h e  
1 1 1 
a n d  
a 
u s e  
p u t  
s i m p l e 
o f  a 
d i g i t a l  
i n t o 
e l e c t r o ni c  
r e l a t i v e l y  
i n t e g r a t o r  
o p e r a ti o n . 
e q u i p m e n t ,  
H o w e v e r , t h e  s p r e a d  o f  d i g i t a l  i n t e g r a t i o n 
b o t h  o n  t his ca m p u s  a n d  i n  t h e  n a t i o n i n  
g e n e r a l , n o w m a k e s  o u r  a n a l y t i c a l  a p p r o a c h v e r y  
f e a s i b l e  f o r  r o u t i n e  r e p e ti t i v e  a n a l y s i s . 
T h e  i n i t i a l  c o nce r n s  f o r  a cc u r a t e  a n a l y sis 
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i n c l u d e d  ( a )  w o u l d  d e r i v i t a t i o n b e  c omp l e te ,  ( b ) wou l d 
eac h of  t h e c o m p o n e n t s  p r od u c e d g i v e  t h e  sam e d e t e c tor 
r e s po n s e  ( on a p e r  u n i t  w e i g h t  ba s i s) ,  ( c )  wou l d  t h e  
sam e e x t r a c t y i e l d  t h e sam e r e s u l t s  u po n  r e p e t i t i v e  
d e t e r m i na t ion s , ( d )  wou l d  t h e sam e c h l o r o fo r m  ex t rac t 
of a g i v e n  d e t e r m i nat i on y i e l d  c on s i s t e n t  r e s u l t s  u pon 
r e p e t i t i v e  i nj e c tio n s  u p o n  a g i v e n G L C c o l u m n , a n d ( e )  
w e r e  t h e o p e r a t i n g  p r o c e d u r e s  i n  a G L C  r e g i o n of  l i ri e a r  
r e s po n s e  f o r  am o u n t  of d e r i va t i v e s  i n j e c t e d  v s . p eak 
r e s pon s e  i n  t e r m s  of p ea k  ar ea . 
R ham n o s e  wa s c h o s e n  a s  a n  i n t e r na l  s t a n d a r d f o r  
t h e  f o l l o w i n g  r ea s o n s : ( a )  t h e  P A A N  d e r i va t i v e  o f  
r ham n o s e  ( 6 - d e h y d rox y - g l u co s e) h a s  a " u s e f u l "  r e t e n t i o n  
t i m e  i n  t ha t  i t  ap p ea r s i n  a c h roma t o g r a p h i c  r e g i o n  
( a b o u t 5 m i n u t e s  i n t o  o u r  s c h e d u l e d  1 3  m i n u t e  p rog ram ) 
w h e r e  r e l a t i v e l y  f e w o t h e r  c h roma t o g ra p h i c  p eak s a p p ea r  
i n  o u r  a n a l y s i s  o f  m o s t  p l an t  t i s s u e s, ( b )  a s  a 
con v e n t i o na l  a l d o s e , r ham n o s e  u n d e r g o e s b o t h  s t e p s  o f  
t h e  P A A N / P AKO d e r i va t i za t ion p roc e d u r e , 
u s  w i t h  a n  i n i t ia l  c h e c k  o f  t h e 
t h u s  p rov i d i n g  
d e r i va t i za t i o n  p roc e d u r e s  f o r  eac h 
sam p l e  u n d e r  con s i d e rat i o n , ( c )  
s u c c e s s  
i n d i v i d ua l  
r ham no s e , 
of  t h e  
t i s s u e 
a s  t h e  
mon o h y d r a t e , i s  avai lab l e  a s  a p u r e , s t ab l e , an d 
r e l a t i v e l y  i � e x p e n s i v e  r e f e r e n c e c o m p o u n d , a n d ( d )  b o t h  
t h e  u n d e r i va t i z e d r ham nos e i n  p y r i d i n e a n d t h e r ham n o s e  
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P A A N  d e r i va t i v e  
p e r i o d s ( y e ar s 
r e m o t e n e s s  o f  
i n  c h l o r o f o r m  a r e s t ab l e  f o r  p r o l o n g e d  
a n d  m o n t h s  r e s p e c t i v e l y ) . D u e t o  t h e 
t h e  d e par t m e n t  f r o m f u n c t i o n i n g  ma s s -
s p e c t r a l  f a c i l i t i e s , t h e s t a b i l i t y o f  t h e d e r i v a t i v e s  
i s  n e c e s sa r y . A c o n v e n t i o n a l  r e s ea r c h  pa t t e r n  ha s b e e n  
t o  t ak e a s u r v e y  F I D c h r o ma t o g r am i m m e d i a t e l y  a f t e r  
d e r i va t i za t i o n  o f  t h e  sam p l e , a n d t h e n  ( o f t e n a m o n t h  
o r  m o r e  l a t e r ) t o  r e - s u r v e y  t h e  sam p l e  w i t h  · F I D  
b e f o r e  s t a r t i n g  t h e m or e l a b o r i o u s  c h r oma t o g r a p h y  
G L C I �1 S s t u d i e s • I t  i s  n o t  n o r ma l  t o  o b s e r v e  c han g e s  i n  
c h r o ma t o g ram s d u r i n g  t h i s  t i m e . T h e  r ham n o s e P A A N  
d e r i va t i v e  d o e s  h a v e a f ew d i s a d v a n tag e s , wh i c h w i l l  b e  
d i s c u s s e d  b e l ow. 
Ea r l y  s t u d i e s c o n c l u d e d  t ha t  a n  
w o r k i n g  r a n g e  f o r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  
c o n s i s t e d  o f  d e r i v a t i z i n g 1 0 . 0 m g  e a c h o f  
e f f e c t i v e 
c om p o n e n t s 
r e f e r e n c e  
s u ga r s ( g l u c o s e , s o r b i t o l , f r u c t o s e , an d s u c r o s e  w e r e  
c h o s e n  d u e  t o  t h e i r  p r e d o m i nan c e  i n  f r u i t s ) , 
t h e  d e r i va t i v e s  i n  1 m l  o f  c h l o r o f o r m a n d  
e x t rac t e d  
i n j e c t e d  
sam p l e s  r an g i n g  f r o m 1 0  t o  0 . 1 0 m i c r o l i t e r s . T h e ab o v e  
i nje c t i o n s  c o r r e s p o n d  t o  a r a n g e  o f  1 0 0 m i c r o g ram s d own 
t o  1 m i c r o g r am o f  f r e e  s u g a r  b e f o r e  d e r i va t i za t i o n  ( t h e  
d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e  e f f e c t i v e l y  d o u b l e s t h e w e i g h t  
o f  t h e o ri g i na l  s u ga r ) .  I nj e c t i o n s  o f  q ua n t i t i e s  o f  
s u ga r  d e r i va t i v e s  o n e  mag n i t u d e  a b o v e  t h e  1 0 0 m i c r o g ram 
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l e v e l s  r e s u l t i n  p e a k  t ai l i n g, w i th l o s s  o f  d e t e cto r 
l in e a r i t y , a n d  
sig n i f i c a nt l y 
in j e c t i o n o f  s a m p l e s  w i t h  
b e l ow t h e  1 mic r o g r a m  l e v e l  
, c  o m  p o n e  n t s 
r e s u l t  i n  
r e d u c e d  d et e c t o r  r e s p on s e  w h i c h c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  
t h e  r e s u l t i n g f r o m ir r e v e r s i b l e  a d s o r b t i o n  o f  pa r t  o f  
s a m p l e  o n  th e c o l u m n - - t h e  P A K O  d e r i v a ti v e s  a p p e a r  t o  
f i r s t b e  a f f e c t e d a s  t h e  i n j e c t i o n a m o u nt d r o p s . T h e  
u s e  o f  t h e t e r m  " l i n e a r  d e t e c t o r r e s p o n s e" i s  i n  · t h e 
f o l l owin g c o n t ext . F i r s t , i t  i s  g e n e r a l l y  a c c e pt e d th a t  
t h e  l ow e r l imit o f  c h r o m ato g r a ph i c  q u a nti t a t i o n i s  i n  
t h e 1 %  r e gi o n . T h e  u s e  o f  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  d e f i n e s  
t h e a r e a  u n d e r  t h e  p e a k  o f  t h e  r e f e r e n c e  ( r h am n o s e  P A A N  
d e r i v a t i v e ) t o  b e  u n i t y  ( 1 . 0 0 )  a n d  t h e r e f o r e  
a n t i c i p at e s t h at t h e-oth e r  p e a k s  i n  t h e c h r o m a t o g r a m 
c a n  b e  q u a n tita t e d  with a c c u r a c y  t o  n o  m o r e  
t h at r e f e r e n c e  a r e a ( f o r  e xa m p l e , i f  t h e  
t h a n  1 %  o f  
a r e a  o f  t h e 
r h a m n o s e  sta n d a r d  i n  a n  u n k n own c o r r e s p o n d s  t o  t h e a r e a  
a s s o c i at e d wi t h  tha t a r e a e x p e c t e d  f o r  a 1 . 0 0 %  b y  
w eig h t  c o n c e ntr a tio n o f  g l u c o s e  i n  a s am p l e , t he n  
w i l l  l im i tin g v alu e f o r  a g l u c o s e  d et e r mi n a ti o n 
w e t 
t h e  
b e  
0 . 0 1 % ,  a n d  a 0 . 0 5 %  v a l u e  w o u l d  b e  c o n s i d e r e d a c c u r a t e  
t o  t h e  
d i f f e r e nt 
n e a r e s t  0 . 0 1 % . ) .  S e c o n d l y , i n j e c tio n s  
s o l u t i o n l e v e l s w e r e  c h e c k e d  t o  h o l d  
o f  
t h e 
a b s o l u t e  a m o�n t o f  t h e r h a m n o s e  t o  b e  a c o n s t a n t  ( e q u a l 
t o  a b o ut 5 0  m g  o f  u n d e r i v a t i z e d  s a m p l e )  a n d  t h e  
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q uan t i t i e s  o f  g l u c o s e , s o r b i t o l , f r u c t o s e , an d s u c r o s e  
w e r e  a s s u m e d  t o  b e  i n  t h e ar ea b e t w e e n  1 a n d  1 0 0 m g  . . 
T h o u g h  p r i m a r y  s t u d i e s  
o f  p eak a r e a s , 
w e r e  bas e d  o n  c u t t i n g  
i t  wa s c o n c l u d e d  t ha t  
an d 
t h e  w e i gh i n g  
d e t e c t o r r e s p o n s e s t h r o u g h t h i s  a r ea w e r e  e s s e n t i a l l y  
l i n ea r  w i t h i n  
ag r e e m e n t o f  
t h e  r e p r o d u c i b i l i t y a s  d e f i n e d  b y  
s u c c e s s i v e  r e p e t i t i v e  i n j e c t i o n s  o f  
t h e  
t h e 
sam e  r e f e r e n c e  sam p l e  ( r ham n o s e , g l u c o s e , f r u c t o s e , · an d 
s u c r o s e ) w h e n  n o r ma l i z e d  agai n s t  t h e r h am n o s e  P A A N  
d e r i v a t i v e  p e ak . I n  t h i s  c a s e , i n d i v i d ua l  v a r i a t i o n s  o f  
p eak 
r an g e , 
q u an t i t at i o n  v ? l u e s  ap p ear s t o  b e  i n  t h e  3 t o  
w i t h  t h e  a v e r ag e o f  a n y t \\' 0  s e t s  
4% 
o f  
d e t e r m i nat i o n s  fa l l i n g  i n  t h e ran g e  o f  1 t o  2 % . 
t i s s u e , 
U s i n g  
an d 
par a l l e l_ 
bas e d  
r e p r o d u c i b l i t y  s t u d i e s , 
r eac h e d . ( 1 ) Pa r a l l e l  
t i s s u e  sam p l e s tak e n  
d e t e r m i na t i o n s  o f  a p p l e  f r u i t  
w i t h i n  t h e  a b o v e  c o n t ex t  o f  
t h e  f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  w e r e  
d e r i vat i za t i o n s  
f r o m t h e  sam e 
o f  o n e  g ram 
f r u i t y i e l d 
i d e n t i ca l  w e t  w e i g h t  p e r c e n t ag e r e s u l t s . ( 2 )  P a r a l l e l  
d e t e r m i na t i o n s  o f  a l i q u o t s  f r o m  t h e same t i s s u e  ex t rac t 
y i e l d  
k e p t  
y i e l d  
i d e n t i ca l  w e t w e i g h t  r e s u l t s . ( 3 )  D e r i va t i v e s  
i n  a c h l o r o f o r m  s o l u t i o n  f o r  s e v e ral w e e k s  s t i l l  
i d e n t i ca l  w e t w e i g h t  p e r c e n t a g e s - - w h e n  c o m par e d  
t o  c h r o ma t o g r am s o f  f r e s h l y  d e r i va t i z e d  s o l u t i o n s . 
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U n i for m i t y  o f  d e t e c tor r e s pon s e  
T h e  u n i fo r m i t y  of t h e  d e t e c to r  r e s p o n s e  may b e  
con s i d e r e d  f rom t wo p r i n c i pa l  s t an d po i n t s . ( 1 )  I s  t h e  
d e t e c to r  r e s pon s e  for a g i v e n  com pon e n t , r e la t i v e  t o  
t h e r ham nos e p eak , u n i for m o n  a d a y  b y  d a y  b a s i s ?  ( 2 )  
of I s  t h e  d e t e c tor r e s p on s e , on a w e t w e i g h t  b a s i s  
e i t h e r  s t a r t i n g  ma t e r i a l  or of  d e r i va t i v e s , c on s i s t e n t  
for t h e  d i f f e r e n t  s u ga r s ?  I t  ha s b e e n  e s ta b l i s h e d , 
w i t h i n  t h e con t e x t  of r e p rod u c i b i l i t y  a s  e s t a b l i s h e d  i n  
t h e  p r e v i ou s s e c t ion , t hat  t h e  
.
d e t e c tor r e s po n s e  i s  not 
con s i s t e n t  i n  e i t h e r  s e n s e . T hou g h  i t  c ou l d  b e  
e x p e c t e d , 
r e s pon s e  
g l u c os e 
an d i s  a p pa r e n t l y  t r u e , t ha t  t h e d e t e c tor 
for s t e r eo i som e r s  of t h e  sam e  c o m p ou n d  ( e . g .  
an d man nos e )  a r e t h e  sam e , i t  c a n  b e  e a s i l y  
s e e n  t ha t  t h e  r a t io o f  w e t  w e i g h t s o f  g l u c o s e , f r u c tos e 
a n d sor b i tol  a r e a l l v e r y  s im i l a r , t h e r a t i o  o f  t h e  w e t 
w e i g h t s  of the i r  d e r i va t i v e s  ar e d i f f e r e n t  ( b e yon d t h e 
1 %  com par i son l e v e l ) a s  t h e  d i f f e r e n t  s u ga r s ar e 
con v e r t e d  t o  d i f f e r e n t  d e r i vat i v e s . T h e r e f o r e , i t  i s  
not u n e x p e c t e d t ha t  t h e d e t e c tor r e s pon s e  f o r  t h e s e  
com pou n d s i s  d i f f e r e n t . A l so ,  
t ha t  
i t  ha s b e e n  i m p l i e d  i n  
t h e abov e d i s c u s s ion , eac h s a c c ha r i d e  has  
u n d e r gon e t o t a l d e r i v a t i zat i o n  an d eac h d e r i va t i v e  ha s 
u n d e r gon e t o t a l  e x t ra c t ion . T h e abov e p rob l e m s  w e r e  
i n v e s t i ga t e d , an d f e w a s s u m p t ion s w e r e ma d e , b y  t h e  
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f o l l o w i n g  p r o c e d u r e . F i r st ,  a r e f e r e n c e  m i x t u r e  
c o n t a i n i n g  a p p r o x i ma t e l y  10 m g  e a c h  ( b u t  e a c h  w e i g h t 
p r e c i s e l y  k n o w n ) o f  r h a m n o s e , g l u c o s e , s o r b i t o l , 
f r u c t o s e , a n d  s u c r o s e  i s  d e r i v a t i z e d  a n d  e x t r a c t e d  b y  
t h e  
o f  
s a m e  p r o c e d u r e  a s  e m p l o y e d  f o r  t h e  d e r i v a t i z a t i o n  
t h e  u n k n o w n . A t  t h e s t ar t o f  e a ch d a y' s  u s e  o f  the  
GLC  e q u i p m e n t , a r e f e r e n c e  s t a n d a r d i s  i nj e c t e d  a n d  t h e  
i n s t r u m e n t t e m p e r a t u r e  p r o g r a m m e d t o  c l e a n  t h e c o l u m n  
o f  a n y  d e c o m p o s i n g  p r o d u c t s . N e x t  a r e f e r e n c e  s a m p l e  i s  
i nj e c t e d  a n d  t h e r e s p o n s e  f a c t o r s  f o r  e a c h p e a k a r e  
e s t a b l i s h e d  f o r  t h a t  d a y . T h e n , f i n a l l y , a n  
s o l u t i o n 
s t a n d a r d  
f o r  w h i c h  
w h i c h  h a s  b e e n  d e r i v a t i z e d w i t h  a n  
i s  i nj e c t e d . T h e  p e a k  a r e a s  o f  t h e 
c a l i b r a t i o n d a t a  i s  a v a i la b l e  
u n k n o w n  
i n t e r na l  
u n k n o w n s  
a r e  t h e n  
r e l a t e d  t o  t h e r e f e r e n c e  s a m ple ( r e l a t e d  t h r o u g h  t h e  
p e a k  a r e a s  o f  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  r h a mn o s e  d e r i v a t i v e  
p eak ) a n d  c o r r e c t e d  f o r  t h a t  d a y ' s  d e t e c t o r  r e s p o n s e . 
( T h o u g h  d a i l y  c h a n g e s  i n  d e t e c t o r  r e s p o n s e  a r e  
r e l a t i v e l y  s m a l l ,  c h a n g e s  o v e r  s e v e r a l  w e  e k ·s c a n  
r e q u i r e  a 1 0 % c h a n g e  i n  a r e a c o r r e c t i o n . )  B y  u s e  o f  
t h i s  a p p r o a c h , o n e  n e e d  n o t  w o r r y  a b o u t  s e v e r a l  
p a r a m e t e r s  ( w i t h i n r e a s o n a ble l i m i t s )  i n c l u d i n g  ( a )  t h e 
c o n c e n t r a t i o n o f  t h e r h a m n o s e  s t a n d a r d , ( b ) t h e 
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  u n k n o w n  s olu t i o n , ( c ) t h e a c t u a l  
v o l u m e  o f  t h e i n j e c t i o n  o f  e i t h e r  t h e  r e f e r e n c e o r  t h e 
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u n k n o w n  s o l u t io n , a n d ( d ) t h e c o m p l e t e n e s s  o f  t h e  
d e riva tiza t io n o r  e x t ra c tio n p r o c e d u r e s  ( i n s o fa r  a s  t h e 
e f f e c t s  a r e r e p r o d u cib l e ) . T h e  fir s t  d e t e r mina tio n s  
w e r e  b a s e d  o n  a n  o riginal f o r m u l a ,  c o m bi n e d  wi t h  
c u t tin g a n d w eighi n g o f  t h e  p eak s o f  t h e c h r o ma t o g r am s , 
an d b y  han d c a l c u l a t io n s . La t e r  wi t h  t h e  a r r i v a l  o f  
d i g i ta l  
s tan dar d 
in t e g r a t o r s , 
c ali b r a t i o n s  
wi t h  s o f t wa r e 
ari d p r o vi si o n s  
f o r  
f o r  
r e f e r e n c i n g o f  t h e d e t e c t o r  r e s p o n s e s b a s e d  
in t e r na l  
t h e  rapid 
u p o n  a n  
in j e c t i o n o f  a k n o w n  r e f e r e n c e  s t an da r d , t h e  w e t  w eig h t  
p e r c e n t  c o m p u ta t i o n s  b e c am e  e s s e n tia l l y  t r i v ia l  u p o n  
c o m p l e ti o n o f  a c h r o ma t o g r a p hic r u n - - n e v e r t h e l e s s , t h e  
r e s u l t s  hav e  r e m ai n e d  c o m parab l e  f o r  v a ri o u s  sam p l e s . 
I t  s h o u l d  b e  m e n tio n e d  t hat  e v e n  wi t h  t h e  r e c e n t  
avai l a bi li t y  
s o f t war e 
o f  d i gi t al in t e g rati o n  e q ui p m e n t  wi t h  
p r o g r am m e d f o r  i n t e r n a l  s tan d a r d 
d e t e r mi na t io n s , n o  w o r k  i n  t h e  l i t e ra t u r e  was f o u n d  
w hi c h mak e s  u s e  o f  G L C  c h r o ma t o g r a p h y  a n d a n  
s tan dar d f o r  t h e q ua n t i t a ti o n  o f  s u ga r s . 
in t e r na l  
F o l l o wi n g s e c tio n s  s ha l l d e m o n s t r a t e  t h e u s e  o f  
t hi s  m e t h o d  
in t e r e s t  b y  
f o r  b o t h  t h e  q uan t i t a t i o n o f  
w e t w eig h t  in a p l an t t i s s u e  
s u g a r s  
s am p l e  
o f  
o f  
u n k n o w n  c o m p o si t i o n an d f o r  i t s u s e  t o  i d e n ti f y u n k n o w n  
s u ga r  a n d s u ga r - l i k e c omp o u n d s  i n  t i s s u e  s a m p l e s . 
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QU :: N T I T A T I O N O F  F R E E  S U G A R S I N  F R U I T S  
F r u i t sam p l e s  w e r e  f i r s t s t u d i e d f o r  t h e  
f o l l o w i n g  r ea s o n s . ( a )  T h e  f r e e  s u ga r s p r e s e n t  ar e 
p r i n c i pa l l y  l i m i t e d t o  g l u c o s e , f r u c t o s e , a n d s u c r o s e , 
� l l o w i n g  f o r  a s i m p l e  c h r o mat o g r a p h i c  s y s t e m . ( b )  I t  i s  
k n o w n  t ha t  s o m e  f r u i t s  c o n t a i n  s o r b i t o l , a l l o w i n g  u s  t o  
t a k e ad v a n t a g e o f  t h e f a c t  t ha t  t h i s  s y s t e m d o e s  
c l ear l y  s e p a r a t e s o r b i t o l  f r o m t h e a b o v e  t h r e e s u gar s - -
w e  a r e n o t  c u r r e n t l y  awa r e o f  a n y o t h e r  s y s t e m w h i c h 
a l l o w s  t h e s e  m ea s u r e m e n t s  t o  b e  t ak e n  w i t h  a s i n g l e  
c h r o ma t o g r am . ( c )  W e l l  d o c u m e n t e d  a v e r a g e v a l u e s  f o r  
t h e s e  f r u i t s  a r e a v a i lab l e  i n  t h e  l i t e r a t u r e . F r u i t 
sam p l e s  t ha t  w e r e  anal y z e d  w e r e  o b ta i n e d  f r o m l oc a l  
s u p e r ma r k e t s . R e p r e s e n ta t i v e  va l u e s o f  o u r  a n a l y s e s , i n  
t e r m s  o f  w e t w e i g h t  p e r c e n t , a r e s h o w n  i n  Tab l e  l . 
F u r t h e r m o r e , Tab l e  l a l s o  c o m pa r e s  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  
anal y s e s  t o  t h e ran g e  an d m e a n  o f  va l u e s  f r o m  t h e  
l i t e r a t u r e , a s  s u m mar i z e d  b y  \v r o l s ta d  an d 
1 9  S ha l l e n b e r g e r  . I n  a d d i t i o n  t o  t h e v a l u e s  p r e s e n t e d  i n  
Tab l e  l ,  a g e n e ra l  s u r v e y  o f  o v e r  a d oz e n f r u i t s  f r o m  
d i f f e r e n t s p e c i e s , y i e l d e d  va l u e s  w i t h i n  t h e ran g e  o f  
t h o s e  d e s c r i b e d  i n  t h e  ab o v e  s u m m a r y  o f  l i t e ra t u r e . I t 
was a l s o  n o t i c e d t ha t  d i f f e r e n c e s  c o u l d  b e  o b s e r v e d  
b e t w e e n  d i f f e r e n t  var i e t i e s  o f  t h e  sam e s p e c i e s  o f  
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T a b l e  1 
C o m p a r i s o n  o f  the  c u r r e n t  GL C P A A N / P A K O  a n a ly si s  o f  t he 
s u g a r  c o n t e n t  i n  c o m m o n f r ui t s w i t h t h e  a c c e p t e d  
a v e r a g e  l it e r a t u r e  v a l u e s  i n  t e r m s  o f  w e t  w eight  
p e r c e n t . 
F r u i t 
A p p l e  
G l u c o s e  F r u c t o s e  S u c r o s e  Sor b i t o l  
2 . 6 1 5 . 4 9  1 . 3 3 0 . 2 2 c 
( 2 . 3 5 ) a ( 6 . 0 0 )  ( 2 . 5 1 )  ( 0 . 5 1 ) 
[ 1 . 1 7 - 3 . 6 4 ] b [ 5 . 0 1- 7 . 04 ]  [ 1 . 10 - 3 . 7 8 ]  [ 0 . 2 0 - 1 . 0 1 ] 
Che r ry 5 . 6 7 7 . 0 6 0 . 3 1 1 .  7 0 
( 1 . 4 0 )  
[ 1 . 4 0 ] 
( 7 . 7 8 )  ( 7 . 0 9 )  ( 0 . 1 5 )  
[ 4 . 7 0 - 1 6 . 1 4 ]  [ 5 . 3 5 - 1 0 . 2 2 ]  [ 0 . 0 0 - 0 . 64 ]  
Gr a p e 5 . 2 7 6 . 1 8  0 . 3 9 
( 6 . 7 0 )  ( 6 . 54 )  ( 0 . 6 0 )  
[ 5 . 2 0 - 8 . 2 0 ]  [ 5 . 0 0 - 8 . 0 1 ]  [ 0 . 0 0 - 2 . 2 4 ]  
S t r a w b e r ry 1 . 9 0 3 . 1 4 0 . 6 0 
( 2 . 3 3 )  ( 2 . 2 3 )  ( 0 . 9 0 )  
[ 1 . 4 8 - 3 . 4 0 ] [ 1 . 0 2 - 3 . 2 0 ]  [ 0 . 2 0 - 1 . 5 6 ]  
P e a r  2 . 9 7 5 . 7 7 0 . 5 9 1 . 2 6 
( 1 . 6 9 )  ( 6 . 6 2 )  ( 1 . 7 3 )  ( 2 . 1 6 )  
[ 0 . 7 6 - 3 . 9 0 ]  [ 5 . 1 0 - 8 . 8 9 ]  [ 0 . 54 - 3 . 7 0 ]  [ 1 . 2 1- 2 . 8 0 ]  
d P l u m 2 . 6 0 2 . 6 5 1 . 7 5 0 . 6 6 
( 3 . 3 6 )  ( 2 . 0 1 )  ( 3 . 3 8 )  ( 1 . 4 1 ) 
[ 1 . 7 0 - 5 . 2 2 ]  [ 0 . 7 2 - 3 . 5 0 ]  [ 0 . 0 2 - 5 . 6 8 ]  [ 0 . 6 0 - 2 . 0 1 ] 
P e a c h 1 . 1 2  1 . 2 6 4 . 6 6 0 . 6 2 
( 0 . 9 5 )  ( 1 . 1 1 ) ( 6 . 0 3 )  ( 0 . 9 0 )  
[ 0 . 84 - 1 . 1 1 ]  [ 0 . 9 0 - 1 . 4 7 ] [ 4 . 4 7 - 6 . 9 2 ]  [ 0 � 5 0 - 1 . 2 9 ]  
a b Th e m e a n  v a l u e s  t a k e n  f r o m r e f . 1 9 . T h e  r a n g e o f  
v a l u e s  f r o m r e f . 1 9 .  c The s o r b i t o l  v a l u e s  f o r  a p p l e s  
f r o m t h e  s u p e r m a r k e t  w e r e  c o n s i s t a n t l y  l o w e r  tha n t he 
r � n g � r e p o r t e d d b u � � r e e  f r e sh f r u i t  d � d g i v e v a l u e s  
W l t h l n r a n g e . · A d d l t l o n a l  p e a k s w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  
c h r o m a t o g r a m  o f  t hi s  f r u i t . 
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f r u i t - _: f o r  e x a m p l e , R e d  J e l i c i o u s , G o l d e n  D e l i c i o u s , 
W i n e sa p , J o n a t h a n , an d Gran n y  S m i t h  a p p l e s . A t y p i c a l  
a p p l e  c h r o ma t o g ram , w h i c h  d i s p l a y s o n l y  t h e  p r i n c i p a l  
s u g a r s  i s  s h o w n  i n  A p p e n d i x ,  Ch r o m a t o g r am 1 .  
T h e  v a l u e s  i n  Tab l e  1 w e r e  d e t e r m i n e d  b y  
c h r o m a t o g r a p h i n g  a r e f e r e n c e  s a m p l e  ( f o r  a g i v e n 
( a )  
d a y ) 
a n d  t o  e s t a b l i s h t h e d e t e c t o r r e s p o n s e  f o r  e a c h  p e a k , 
( b )  c h r o m a t o g r ap h i n g  a s a m p l e  f r o m t h e  e x t r a c t  o 'f a 
f r u i t  ( i n d u p l i c a t e  o r  t r i p l i c a t e )  c o n t a i n i n g  a n  
i n t e r na l  r e f e r e n c e  s ta n d a r d . T h e f i r s t  v a l u e s f o r  t h e 
f r u i t s  o f  t h e  ab o v e  s p e c i e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  b y  c u t t i n g  
a n d  w e i g h i n g  t h e a r e a s  u n d e r  t h e  p e ak s o f  t h e  
c h r o m a t o g r am , f o l l o w e d  b y  s i m p l e  h a n d  c a l c u l a t i o n s , t o  
y i e l d  t h e s u g a r  c o n t e n t  a s  w e t  w e i g h t  p e r c e n t s .  
G e n e ra l i z e d  s t u d i e s  f o r  r e p r o d u c i b i l i t y w e r e  p e r f o r m e d 
w i t h  a p p l e s  b y  t h e  f o l l o w i n g  m e t h o d s :  ( a )  tak i n g  
d u p l i c a t e t i s s u e  s a m p l e s  f r o m t h e  s a m e  a p p l e , ( b )  
t a k i n g  d u p l i c a t e  al i q u o t s  f o r  d e r i v a t i z a t i o n  f r o m t h e  
s a m e  t i s s u e  e x t r a c t , a n d  ( c ) m a k i n g d u p l i ca t e  
i n j e c t i o n s  o f  t h e  same d e r i va t i za t i o n s o l u t i o n . I t  w a s  
c o n c l u d e d  t ha t  t h i s  m e t h o d  g i v e s  r e p r o d u c i b i l t y  o f  
q u a n i t a t i o n  f o r  an u n k n o w n p eak t o  a b o u t o n e  p e r c e n t  
r e p r o d u c i b i l i t y - - t hat i s , t h e a r e a  o f  t h e u n k n o w n  p eak 
r e l a t e d  t o  t h e  r ham n o s e  s tan d a r d p e a k . 
p r e s e n t e d  i n  Tab l e  1 ,  w e r e  o b t a i n e d  b u  t h e 
T h e  
c u t  
d a t a  
a n d  
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w e i g h m e t h o d . T h e s e  d a t a  p a r a l l e l l a t e r  d a t a  t a k e n o n  
t h e V a r i a ri  6 0 0 0  c h r o m a t o g r a p h a n d  p r o c e s s e d  b y  t h e  
V a r i a n  4 0 1 d a t a  s y s t e m . 
T h e  c u t  a n d  w e i g h  q u a n t i t a t i o n  d a t a w e r e  
o b t a i n e d  0 u s i n g  a 1 4 0 t o  3 0 0  C t e m p e r a t u r e  p r o g r a m w i t h  
a n  i n c r e a s e  o f  1 0 ° p e r m i n u t e .  H o w e v e r ,  w h e n  l a t e r  
s t u d i e s  w e r e  d o n e  w i t h  d i g i t a l  i n t e g r a t i o n e m p l o y i n g  
t h e V a r i a n  4 0 1  i n t e g r a t o r  o r  t h e  S p e c t r a  P h y s i c s  4 2 7 0 
i n t e g r a t o r , t h e q u a n t i t a t i o n d a t a  d e l i v e r e d  b y  t h e s e  
i n s t r u m e n t s  w e r e  l e s s  r e p r o d u c i b l e  ( o n a r u n  t o  r u n  
b a s i s )  t h a n  h a d  b e e n  a c h i e v e d  u s i n g  a l e s s  
s o p h i s t i c a t e d  a p p r o a c h . T h e  i d e n t i t y  a n d  s o l u t i o n  t o  
t h e s e  p r o b l e m s  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d  b y  D .  N e h l i c k , a n d  
w i l l  b e  c o n t a i n e d  i n  h i s  t h e s i s . 
A t y p i c a l  r e f e r e n c e  c h r o m a t o g r a m  f r o m  t h e  
r h a m n o s e , g l u c o s e , f r u c t o s e , s o r b i t o l  a n d  s u c r o s e  
r e f e r e n c e  s t a n d a r d  m i x t u r e  i s  s h o w n  i n  A p p e n d i x , 
c h r o m a t o g r a m  2 .  A r e f e r e n c e  d e r i v a t i z a t i o n  m i x t u r e  w a s 
m a d e  b y  w e i g h i n g  o u t  k n o w n  a m o u n t s  ( i n a p p r o x i m a t e l y  
t h e  1 0  m g  r a n g e ) o f  t h e  f i v e  s u g a r s . S c a l i n g  t h e 
r e a c t i o n b y  a f a c t o r  o f  1 0  a l l o w s  t h e c o n v e n i e n t  
w e i g h i n g  o f  t h e  s u g a r  t o  o n e  p e r c e n t  a c c u r a c y . 
m i x t u r e  o f  s u g a r s  
d e r i v a t i z a t i o n a n d  
s a m p l e  e x t r a c t . 
w a s t h e n  s u b j e c t e d  t o  t h e  
e x t r a c t i o n p r o c e d u r e s  a s  a 
T h e  p o s i t i v e  f e a t u r e s  o f  
T h i s  
s a m e  
p l a n t  
t h i s  
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a n a l y t i c a l  a p p r o a c h a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e c h r o m a t o g r a m  
a n d  i n c l u d e : ( a )  b a s e l i n e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  G LC p e a k s , 
( b )  s y m m e t r i c a l  p e a k s  o f  n a r r o w w i d t h  ( w h e n  c o m p a r e d  t o  
t h e  t o t a l  c h r o m a t o g r a m ) , ( c )  l a c k  o f  i n t e r f e r e n c e  f r o m 
t h e c h r o m a t o g r a p h i c  f r o n t , a n d  ( d )  a s t a b l e  b a s e l i n e . 
T h e  p r i n c i p a l  n e g a t i v e f e a t u r e  c a n  b e  o b s e r v e d  i n  t h e  
t w o  p e a k s  o f  t h e s i d e  p r o d u c t s  w h i c h  r e s u l t f r o m  t h e  
d e r i v a t i z a t i o n o f  g l u c o s e  ( a p p e a r i n g  b e h i n d  t h e  
f r u c t o s e p e a k  w i t h  a r e t e n t i o n t i m e  o f  a b o u t  7 . 5  
I n  a d d i t i o n , a s i n g l e  s i d e  p r o d u c t  p e a k  m i n u t e s ) . 
r e s u l t i n g f r o m t h e D - r h a m n o s e  i n t e r n a l  s t a n d a r d o c c u r s · 
e x a c t l y  a t  t h e  t i m e  o f  t h e  s o r b i t o l  p e a k . T h e  
i n c o n v e n i e n c e  o f  s u c h  a s i d e  p r o d u c t  p e a k  w i t h  t h e s a m e  
r e t e n t i o n t i m e  a s  s o r b i t o l  i s  c o m p e n s a t e d  b y  t h e 
a d v a n t a g e s  o f  u s i n g  r h a m n o s e . F i r s t , r h a m n o s e i s  a v e r y 
u s e f u l  i n t e r n a l r e f e r e n c e  a s  i t  i s  a r e d u c i n g  s u g a r 
w h i c h  p a r t i c i p a t e s  i n  b o t h  
a n d  d e r i v a t i z a t i o n p r o c e d u r e  
i n f o r m a t i o n o n  t h e c o m p l e t e n e s s  
r e a c t i o n s  o f  t h e 
p r o v i d e s u s e f u l 
o f  t h e r e a c t i o n s . 
S e c o n d l y , t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k  o f  r h a m n o s e  i s  i n  a 
u s e f u l p o s i t i o n  b e c a u s e : ( a )  i t  a p p e a r s  i n  a r e g i o n o f  
t h e c h r o m a t o g r a m w h e r e  f e w o t h e r  s u g a r s  o c c u r , a n d  ( b )  
t h i s  r e t e n t i o n t i m e  i s  t e c h n i c a l l y  a d v a n t a g i o u s f o r  u s e  
w i t h  d i g i t a l  i n t e g r a t i o n  o f  i n t e r n a l s t a n d a r d 
m e a s u r e m e n t s . T h i r d l y , l i t e r a t u r e  w a s s e a r c h e d  f o r  a n  
i n t e r n a l  
p o s s e s s e s  
s u i t a b l e  
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r e f e r e n c e  d i f f e r e n t  t h a n  r h a m n o s e  w h i c h  s t i l l  
t h e  a b o v e  a d v a n t a g e o u s  f e a t u r e s  a n d  a 
s u b s t i t u t e  h a s n o t  b e e n f o u n d . N e v e r t h e l e s s , 
t h e r h a m n o s e  s i d e  p r o d u c t  p r o v i d e s  l i t t l e  
w i t h  t h e q u a n t i t a t i o n o f  s o r b i t o l . A s  a 
i n t e r f e r e n c e  
t r i a l  a n d  
e f f e c t a p p r o x i m a t i o n , i t  c a n  b e  r e c o g n i z e d  t h a t  t h e  
r a t i o  o f  t h e a r e a c o u n t  o f  t h e  m a j o r  r h a m n o s e  p e a k  t o  
t h e  s i d e  p r o d u c t p e a k  i s  1 0 0 t o  1 7 .  T h e r e f o r e , i t  i s  
p o s s i b l e ( e i t h e r . m a n u a l l y o r  b y  e a s i l y  
p r o g r a m ) t o  n o r m a l i z e t h i s  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e 
c o m p u t e r  
r h a m n o s e  
p e a k  a n d  s u b t r a c t  t h i s  v a l u e  f r o m t h e s o r b i t o l  p e a k  t o  
r e a c h  a 
s a m p l e . 
c o r r e c t e d  v a l u e  f o r  p e r c e n t s o r b i t o l  i n  t h e 
t h e 
i f  
T h i s  p r o c e d u r e  w a s  e m p l o y e d  f o r 
q u a n t i t a t i o n s  o f  s o r b i t o l  i n  T a b l e  1 . S e c o n d l y ,  
a n o t h e r  c o m p o u n d  a p p e a r s  i n  t h e r e t e n t i o n t i o e  " w i n d o w "  
o f  r h a m n o s e , a s e c o n d  d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e  u s i n g  
n o  r h a m n o s e  i s  d o n e . W h e n  t h i s  n e w s a m p l e  i s  i n j e c t e d  
• i n t o  t h e G L C , i t  i s  p o s s i b l e  t o  c h e c k  f o r  o t h e r  s u g a r s  
i n  t h e r h a m n o s e  a r e a a n d  a l s o  f o r  c o n t r i b u t i o n s  o f  t h e  
r h a m n o s e  s i d e  p r o d u c t i n  t h e s o r b i t o l  a r e a . 
I n  
f r u i t s  i s  
p e r c e n t s  o f  
s u m m a r t ,  t h e a n a l y s i s  o f  f r e e  
r e l a t i v e l y  e a s y . F i r s t , t h e 
f r e e  s u g a r s i n  t h o s e  t i s s u e s  a r e  
s u g a r s  i n  
w e t - w e i g h t  
r e l a t i v e l y  
h i g h . T a b l e  1 .  i n d i c a t e s  t h a t  i n d i v i d u a l  p e r c e n t a g e s  o f  
f r e e  s u g a r s n o r m a l l y  e x c e e d  1 % ,  a n d  t h e t o t a l  a m o u n t  o f  
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a l l  f r e e  s u g a r s  i n  p l a n t  t i s s u e s  i s  i n  t h e  5 - 10 w e t -
w e i g h t  p e r c e n t  r a n g e . S e c o n d l y , f r u i t  t i s s u e s  r a r e l y 
y i e l d  a n y  o t h e r  o b s e r v a b l e  c h r o m a t o g r a p h i c c o m p o n e n t s , 
e s p e c i a l l y  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p e a k a r e a s  o f  t h e  
m a j o r ( g l u c o s e , s o r b i t o l , f r u c t o s e  a n d  s u c r o s e ) 
c o m p o n e n t s . H o w e v e r  i t  c o u l d b e  m e n t i o n e d  t h a t  p l u m 
f r u i t  i s  a n  e x c e p t i o n  t o  t h i s g e n e r a l i t y , y i e l d i n g  
p r o m i n e n t  p e a k s  b e f o r e  a n d  a f t e r t h e  r h a m n o s e  p e a k , a 
d o u b l e  p e a k  i n  t h e s o r b i t o l  a r e a  ( b o t h  t o o  l a r g e  t o  b e  
c o n t r i b u t e d  b y  t h e r h a m n o s e  s i d e  p r o d u c t ) ,  a n d  a s e c o n d  
p e a k  i n  t h e  a r e a o f  s u c r o s e . 
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F R E E  S U G A R  R E L A T I O N S H I P S I N  L E A V E S  A N D  P E T A L S  O F  P L A N T S  
A s  a n  e x t e n s i o n o f  t h e  p r e c e d i n g  d e t e r m i n a t i o n s  
f o r  t h e  w e t  w e i g h t  s u g a r  c o n t e n t  of f r u i t s , t h e  
P A A N / P A K O  p r o c e d u r e  w a s a p p l i e d t o  v a r i o u s  t i s s u e s  f r o m 
a v a r i e t y  o f  p l a n t s . T o  a g r e a t  e x t e n t , t h e  c h o i c e  o f  
m a t e r i a l s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  g r o w i n g  s e a s o n . E a r l y  
w e i g h t  i n  t h e s p r i n g  a c o m p a r i s o n  w a s m a d e  o f  t h e  w e t  
s u g a r  c o n t e n t  o f  t i s s u e s  f r o m t r e e s  w h i c h  . w e r e i n  t h e  
p r o c e s s  o f  f l o w e r i n g ( t h i s f l o w e r i n g  s t a g e  l a s t s  o n l y  a 
f e w  d a y s  f o r  m o s t  s p e c i e s  i n  t h i s  a r e a ) . E a s e  o f  
d e r i v a t i z a t i o n  o f  t h e f l o w e r s  o f  p l a n t s  w a s s o o n n o t e d . 
H o w e v e r , p r o b l e m s  i n  d e r i v a t i z a t i o n w e r e  o b s e r v e d  w i t h  
l e a v e s  a n d  s t e m s , w i t h  a f a i l u r e  o f  d e r i v a t i z a t i o n o r  
c o m p l e x  i r r e p r o d u c i b l e  p e a k s  o c c u r r i n g  i n  t h e  
c h r o m a t o g r a m . T h e s e  p r o b l e m s  w e r e  u l t i m a t e l y  r e s o l v e d  
b y  b o t h  ( a )  r e a d j u s t i n g  t h e  p y r i d i n e / a c e t i c  a n h y d r i d e  
r a t i o  
l a r g e  
d u r i n g  
o b v i o u s  
d u r i n g  d e r i v a t i z a t i o n , a n d ( b ) b y  e m p l o y i n g  a 
h y d r o c h l o r i d e  m o l a r  e x c e s s  o f  h y d r o x y l a m i n e  
t h e  f i r s t  s t e p  o f  t h e  d e r i v a t i z a t i o n . 
c o m p o n e n t s  t o  e x a m i n e  w e r e  t h e  l e a v e s  a n d  
T h e  
t h e  
f l o w e r s ,  a n d  a g e n e r a l p a t t e r n  o f  s u g a r  c o n t e n t  w a s 
r a p i d l y  e s t a b l i s h e d . F o r  m a n y  s p e c i e s  o f  t r e e s  t h e  
m a j o r  s u g a r  p r e s e n t  i n  t h e  l e a v e s  i s  s u c r o s e , w i t h  m u c h  
l o w e r  l e v e l s o f  g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e . H o w e v e r  f o r  t h e 
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f l o w e r s t h e  c o n v e r s e  i s  o f t e n t r u e , w i t h  r e d u c e d  l e v e l s  
o f  s u c r o s e  a n d  g r e a t l y  e l e v a t e d  l e v e l s o f  g l u c o s e  a n d  
f r u c t o s e . F u r t h e r  s t u d i e s , w h i c h  c o n s i s t e d  o f  
s e c t i o n i n g  t h e  f l o w e r  i n t o  i t s  m a j o r  c o m p o n e n t s  ( e . g .  
s e p a l , a n t h e r s , o v a r y , e t c . ) e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  o n l y  
p a r t s  o f  t h e f l o w e r  w h i c h  r a d i c a l l y  d i f f e r e d f r o m t h e  
l e a f , i n  t e r m s  o f  s u g a r  c o n t e n t , w e r e  t h e  p e t a l s . T a b l e  
2 s u m m a r i z e s  t h e  s u g a r c o n t e n t  o f  p e t a l  t i s s u e  v s . l e a f  
t i s s u e  
l i s t e d  
f o r  
i n  
e i g h t  s p e c i e s . T h e  
t h e  t a b l e , c r a b a p p l e , 
f i r s t t h r e e  s p e c i e s  
c h o k e  c h e r r y , a n d  
m o u n t a i n  a s h , a r e  a l l  m e m b e r s  o f  t h e R o s a c e a e  f a m i l y . 
f a m i l y  i s  w i d e l y  r e p r e s e n t e d  i n  S o u t h  
o n  t h e  b a s i s  o f  p r e l i m i n a r y  d a t a f o r  n i n e  
T h e  R o s a c e a e  
D a k o t a , a n d  
s p e c i e s  ( a p p l e , c r a b a p p l e , c h o k e c h e r r y , m o u n t a i n  a s h , 
p e a r , r o s e , s p i r e a , y e l l o w n i n e b a r k  a n d  h a w t h o r n e ) i t  
i s  c o n c l u d e d t h a t  t h i s  r e v e r s a l  o f  t h e  s u c r o s e  v s . 
g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  c o n t e n t  f o r  t h e  p e t a l  a n d  t h e  l e a f 
i s  a g e n e r a l  r e l a t i o n s h i p , h o w e v e r , t h e  p h y s i o l o g i c a l  
m e a n i n g  
c e r t a i n . 
o f  
T h e  
t h i s r e v e r s e d  s u g a r  r e l a t i o n s h i p  i s  n o t  
h i g h g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e l e v e l  i n  t h e  
p e t a l  c a n  b e  f o u n d  i n  o t h e r  n o n - R o s a c e a e  s p e c i e s - - f o r  
e x a m p l e  i n  t h e  h o n e y s u c k l e  a n d  t h e  R u s s i a n  o l i v e ; 
N e v e r t h e l e s s , c o u n t e r  e x a m p l e s t o  t h e  a b o v e  s u g a r  
r e l a t i o n s h i p  c a n  b e  f o u n d , a n d  t w o  ( t h e  p e a b u s h  a n d  t h e 
t i g e r  l i l y ) a r e  a l s o  i n c l u d e d  i n  T a b l e  2 .  T h o u g h  t h e  
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T a b l e  2 
C o m p a r i s o n  o f  t h e s u g a r  c o n t e n t , o n  a w e t w e i g h t b a s i s , 
o f  t h e  l e a v e s  a n d  t h e  p e t a l s  ( o f t h e  f l o w e r s )  o f  
r e p r e s e n t a t i v e  p l a n t s . 
P l a n t  
a C r a b a p p l e 
.H a l  u s  
b a c c a t a  
a C h o k e  c h e r r y  
P r u n u s 
v i r g i n i a  
G l u c o s e 
0 .  1 3  
( 0 . 8 0 )  
M o u n t a i n  a s h a 0 . 3 3 
S o r b u s  ( 0 . 5 9 )  
a m e r i c a m a  
L i l a c 
S y r i n ga 
v u l ga r i s  
H o n e y s u c k l e  
L o n i c e r a  
t a t a r i c a  
0 . 7 5 
( 1 . 7 7 )  
0 . 4 9 
( 0 . 6 9 )  
1 . 3 2 
( 0 . 9 1 ) 
S i b e r i a n  
p e a  b u s h  
C a r a ga n a  a r b o r e s c e n s  
R u s s i a n  o l i v e 
E l a e a g n u s  
a h g u s t i f o l i a  
T i g e r  l i l y  
L i l i u m 
l a n c i f o l i u m  
0 . 1 5  
( 0 . 3 2 )  
1 . 0 5  
( 0 . 3 3 )  
F r u c t o s e  
0 .  1 6  
( 0 . 5 9 )  
0 . 0 2 
( 1 . 5 9 )  
0 . 0 0 
( 1 . 0 9 )  
0 . 0 0 
( 1 . 4 8 ) 
0 . 0 0 
( 0 . 4 9 ) 
0 . 0 0 
( 1 . 8 1 ) 
0 . 2 2 
( 0 . 6 7 )  
0 .  1 1  
( 0 . 3 8 )  
S u c r o s e  
1 .  2 8 
( 0 . 0 8 )  
0 . 6 9 
( 0 . 6 2 )  
0 . 8 4 
( 0 . 6 6 )  
0 . 6 1 
( 0 . 5 1 )  
1 .  2 2 
( 0 . 4 5 )  
0 . 4 0 
( 0 . 2 6 )  
1 . 1 3 
( 0 . 4 5 ) 
0 . 64 
( 0 . 9 3 )  
S o r b i t o l  
1 .  0 9  
( 0 . 2 5 )  
0 . 7 4  
( 0 . 3 1 )  
0 . 7 7 
( 0 . 3 5 )  
0 . 2 7 
( 0 . 2 3 )  
0 . 0 0 
( 0 . 0 0 )  
0 . 0 0 
( 0 . 0 0 )  
0 . 0 0 
( 0 . 0 0 )  
0 . 0 0 
( 0 . 0 0 )  
� T h e s e  s p e c i e s  a r e  m e m b e r s o f  t h e  R o s a c e a e  F a m i l y . 
D a t a  f r o m  t h e  e x t r a c t  o f  l e a v e s .  c D a t a  i n  p a r e n t h e s i s 
a r e  f r o m t h e  e x t r a c t  o f  p e t a l s .  
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l i t e r a t u r e  h a s  b e e n  s e a r c h e d , n o  c o r r e s p o n d i n g  d a t a o n  
t h e  s u g a r  c o n t e n t  o f  f l o w e r s  h a s  b e e n  f o u n d . I n  f a c t , a 
s e a r c h  o f  t h e  l i t e r a t u r e  a n d  c o n v e r s a t i o n s  w i t h  m e m b e r s  
o f  t h e  H o r t i c u l t u r e /  F o r e s t r y  d e p a r t m e n t  o f  SDSU ( w h o  
h a v e  a l s o h e l p e d  w i t h  t h e l i t e r a t u r e  s e a r c h ) i n d i c a t e  a 
p a u c i t y  o f  i n f o r ma t i o n o n  t h e  w e t - w e i g h t  f r e e - s u g a r  
f . f . 1 2 6 c o n t e n t  o a n y  t l s s u e  o t r e e s  l n  g e n e r a  . 
I D E N T I F I C A T I O N O F  U N U S U A L  S U G A R S  
A N D  S U G A R - L I K E  C O M P O U N D S  
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T h e  e t h a n o l e x t r a c t s  o f  t i s s u e  f r o m m o s t  p l a n t s 
i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e , f r u c t o s e , a n d  s u c r o s e  
( t h o u g h o f t e n  i n  l o w q u a n t i t i e s ) b u t  a d d i t i o n a l 
c a n  b e  o b s e r v e d  i n  m a n y  c h r o m a t o g r a m s . 
c h r o m a t o g r a m s  o f  s o m e  e x t r a c t s  o f  p l a n t  t i s s u e s  
p e a k s 
T h e  
( �  
t h e 
o f  
l e a v e s  o f  w h e a t  a n d  c o r n ) y i e l d  l i t t l e i n d i c a t i o n 
a n y  p e a k s  e x c e p t  t h o s e a s s o c i a t e d  w i t h  t h e a b o v e 
s h o w m a j o r s u g a r s . H O \v e  v e r ,  m o s t  p l a n t  t i s s u e s  d o  
s e v e r a l  a d d i t i o n a l p e a k s  i n  t h e c h r o m a t o g r a m s  y i e l d e d  
b y  t h e e t h a n o l  e x t r a c t s . A n  e x a m p l e  o f  a c h r o m a t o g r a m 
f r o m a n  e x t r a c t  w h i c h  s h o w s  p r o m i n e n t  e x t r a  p e a k s  i s  
g i v e n h e r e . T h e  b a s i c  p r o c e d u r e  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e 
m a s s  s p e c t r a l  d a t a  a s s o c i a t e d w i t h  t h o s e  p e a k s  h a s  b e e n 
d i s c u s s e d  i n  t h e i n t r o d u c t i o n , a n d  i s  b r i e f l y  
s u m m a r i z e d  a s  f o l l o w s . 
T h e  i n i t i a l  s u g a r  s u r v e y  w a s p e r f o r m e d  w i t h  a 
G L C  
i s  
e q u i p p e d  w i t h  a F I D  d e t e c t o r . 
t h e  c h r o m a t o g r a m w h i c h  i s  s h o w n  
A n  e x a m p l e  o f  t h e s e  
i n  t h e  A p p e n d i x  
( C h r o m a t o g r a m  3 ) . W h e n  a t i s s u e  e x t r a c t y i e l d e d  u n u s u a l  
p e a k s i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c h r o m a t o g r a m , t h e 
d e r i v a t i z e d  s a m p 1 e ,..,. a s t h e n  
a t t a c h e d  t o  a m a s s  s p e c t r o m e t e r . 
i n j e c t e d  i n t o  a G L C  
T h e n o r m a l d e r i v a t i v e  
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w a s f i r s t  e m p l o y e d  f o r  t h i s p r o c e d u r e , a n d  t h e m a s s  
s p e c t r o m e t e r  w a s  s e t  i n  t h e  e l e c t r o n - i m p a c t m o d e . T h e 
r e s u l t a n t  d a t a  p r o v i d e  a n  i n d i c a t i o n o f  t h e i n t e r n a l  
s t r u c t u r e  o f  t h e  c o m p o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  p e a k , 
a n d  a l s o p r o v i d e s  a f i n g e r - p r i n t  i d e n t i f i c a t i o n 
s p e c t r u m  o f  e a c h  c o m p o u n d . N e x t , t h e  s a m e n o r m a l  
d e r i v a t i v e w a s a g a i n  i n j e c t e d i n t o  t h e i n s t r u m e n t  w i t h  
t h e m a s s  s p e c t r o m e t e r  s e t  i n  t h e c h e m i c a l i o n i z a t i o n 
m o d e , u s i n g a m m o n i a  a s  t h e i o n i z i n g  g a s . I n  g e n e r a l , a 
s i n g l e  p r o m i n e n t  m / e  i o n a p p e a r s  i n  t h e m a s s  s p e c t r u m 
o f  e a c h p e a k , w h i c h  c o r r e s p o n d s t o  t h e m o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  t h e  c o m p o u n d  a s s o c i a t e d w i t h  t h a t  p e a k , p l u s  t h e  
t h e  a m m o n i a  i o n  ( w h i c h i s  n o w t e m p o r a r l y  f u s e d  t o  
c o m p o u n d , a n d p r o v i d e s  t h e c h a r g e  f o r  m a s s  s p e c t r a l  
s u c c e s i v e  G L C / M S  c h r o m a t o g r a p h i c  r u n  s e r a r a t i o n ) .  A 
p a r a l l e l s  t h e  p r e v i o u s  r u n  w i t h  t h e  c h e m i c a l - i o n i z a t i o n 
m o d e , e x c e p t  
d e r i v a t i z e d  
t h a t , 
u s i n g  
a s a m p l e  i s  i n j e c t e d w h i c h  w a s 
1 5 N s u b s t i t u t e d h y d r o x y l a m i n e 
h y d r o c h l o r i d e . A n y  m a s s  s h i f t  i n  t h e  p r o m i n e n t  m / e  p e a k  
a s s o c i a t e d  w i t h  a g i v e n  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k c a n  b e  
a t t r i b u t e d  t o  n i t r o g e n  i n c o r p o r a t i o n , a n d· · i s  
i n t e r p r e t e d a s  i n d i c a t i n g  t h e  i n i t i a l  p r e s e n c e  o f  a n  
a l d o - o r  k e t o - g r o u p  i n  t h e  o r i g i n a l  c o m p o u n d .  
T h e r e f o r e , e a c h  m a s s - u n i t  s h i f t  i n d i c a t e s  a n  a l d o  o r  
k e t o  g r o u p . T h e  n e x t G L C / M S  r u n  p a r a l l e l s  t h e  p r e v i o u s  
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c h e m i c a l - i o n i z a t i o n m o d e  r u n , e x c e p t  t h a t  t h e  
d e r i v a t i z a t i o n  o f  t h e  i n j e c t i o n s a m p l e  w a s d o n e  u s i n g 
d e u t e r a t e d  a c e t i c  a n h y d r i d e . I n  t h i s  c a s e , a n y  m a s s  
s h i f t  i n  t h e  p r o m i n e n t  rn / e p e a k  a s s o c i a t e d  w i t h  a g i v e n  
c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  d e u t e r o -
a c e t y l a t i o n , a n d  i s  i n t e r p r e t e d  a s  i n d i c a t i n g  t h e  
i n i t i a l  p r e s e n c e  o f  a h y d r o x y l  o r  a m i n e  g r o u p i n  t h e  
o r i g i n a l c o m p o u n d , w i t h  e a c h  t h r e e m a s s - u n i t  s h i f t  
i n d i c a t i n g  a h y d r o x y l  o r  a m i n e  g r o u p . 
T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  r u n  s h o w n  i n  t h e  A p p e n d i x , 
C h r o m a t o g r a m  3 , i s  f r o m a s a m p l e  · t a k e n f r o m t h e  
r e p r o d u c t i v e  s y s t e m o f  t h e  f l o w e r  o f  a T i g e r  L i l l y  I n  
g e n e r a l , e x t r a c t s  o f  t i s s u e  f r o m  t h e  r e p r o d u c t i v e  
·-
s y s t e m o f  f l o w e r s p r o v i d e  a s o m e w h a t  n o r e  c o m p l e x  
c h r o m a t o g r a m , i n  t e r m s  o f  e x t r a  p e a k s , t h a n  e x t r a c t s  
f r o m p e t a l  o r  l e a f  t i s s u e . N o r m a l l y , n o  a d d i t i o n a l 
p e a k s  ( c o m p a r e d  t o  t h e  r e p r o d u c t i v e  t i s s u e )  a r e  f o u n d  
i n  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f r o m p e t a l  a n d  l e a f  t i s s u e , a n d  i f  
t h e  s e n s i t i v i t y o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c s u r v e y  i s  
i n c r e a s e d , t r a c e s  o f  a l l  c o m p o n e n t s  o b s e r v e d  i n  t h e  
r e p r o d u c t i v e  t i s s u e c h r o m a t o g r a m c a n  b e  f o u n d  i n  o t h e r  
p a r t s  o f  t h e  p l a n t . 
A c a s u a l  i n i t i a l  i n s p e c t i o n o f  c h r o m a t o g r a m 3 
s h o w s  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  r h a m n o s e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  
p e a k  ( p e a k  5 ) a n d t h e a s s o c i a t e d  s i d e  p r o d u c t  p e a k 
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( p e a k  1 0 ) . I n  a d d i t i o n , p r < �  m i n e n  t g 1 u c o s e , f r u c t o s e , 
a n d  ' s u c r o s e  p e a k s  ( r e s p e c t i v e l y  p e a k s  8 ,  
a r e  s h o w n , a n d  a l s o t h e  m i n o r  g l u c o s e  
1 1 ' 
s i d e 
a n d  1 6 )  
p r o d u c t 
p e a k s  ( p e a k s 1 2  a n d  1 3 ) . T h e  w e t - w e i g h t  p e r c e n t a g e s  o f  
t h e  g l u c o s e , f r u c t o s e , a n d  s u c r o s e  a r e  0 . 4 5 , 0 . 8 1 , a n d  
0 . 9 6 ,  r e s p e c t i v e l y . T h e  w e t - w e i g h t  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  
r e m a i n i n g  c o m p o n e n t s c a n n o t  b e  e s t a b l i s h e d  w i t h  
p r e c i s i o n , d u e t o  t h e  l a c k  o f  p u r e  r e f e r e n c e s t a n d a r d s ,  
w h i c h w o u l d  a l l o w t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  F I D  d e t e c t o r 
r e s p o n s e s  f o r  t h e s e  c o m p o u n d s .  N e v e r t h e l e s s , a g e n e r a l  
q u a n t i t a t i o n 
d e t e r m i n i n g  
o f  
t h e i r  
t h e  u n k n o w n s c a n 
a r e a s  r e l a t i v e  
b e  
t o  
e s t a b l i s h e d  
r h a m n o s e , 
b y  
a n d  
a s s u m i n g  t h a t a l l  c o m p o u n d s ,  i n c l u d i n g  t h e  s t a n d a r d , 
h a v e  t h e  s a m e  d e t e c t d � r e s p o n s e  ( a n a s s u m p t i o n  t h a t  i s  
p r o b a b l y  c o r r e c t  t o  w i t h i n  1 0  p e r c e n t ) .  T h e  
d i s c u s s i o n  a c c o u n t s  f o r  s e v e n  c h r o m a t o g r a p h i c  
a b o v e  
p e a k s , 
u n k n o w n  l e a v i n g  
p e a k s , 
c u r r e n t  
n i n e  
r a n g e 
F I D  
p e a k s f o r  i d e n t i f i c a t i o n - - t h e s e  
i n  s i z e  f r o m t h e  b a r e l y d e t e c t a b l e  a t  
d e t e c t o r  r e s p o n s e , t o  a p e a k  ( p e .a k 
w h i c h  i s  n e a r l y  a s  i n t e n s e  a s  t h e  m a j o r p e a k s  o f  
1 4 )  
t h e 
c h r o m a t o g r a m . P e a k s w i t h  r e t e n t i o n  t i m e s u n d e r  t h r e e 
m i n u t e s 
d e t e c t e d  
F I D  w a s 
s o l v e n t  
a r e  m o r e  e a s i l y  o b s e r v e d  i n  t h e  m a s s - s p e c t r a l  
c h r o m a t o g r a m s  t h a n  i n  c h r o m a t o g r a m s  w h e r e  t h e 
e m p l o y e d . T h i s  
f r o n t  e f f e c t s , 
i s  a t t r i b u t e d  t o  r e d u c e d 
a s  m o s t  s o l v e n t  f r a g m e n t  i o n s  
s o  
a r e  s m a l l  a n d  a r e  b e l o w t h e l o w e r  m / e  l i m i t ( 4 8 )  s e t  
f o r  t h e  m a s s  s p e c t r a l  s c a n . T h e  m a s s  s p e c t r a l  d a t a f o r  
s o m e  o f  t h e  w e a k e r  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k s  i s  i n c o m p l e t e , 
d u e  t o  v a r y i n g  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  M S . T h e  F i n n i g a n  4 0 0 0  
s e r i e s e m p l o y s  f i v e  l e n s e s  f o r  c o l l e c t i n g  t h e  f r a g m e n t 
b e a m , a n d  i n  t h e c o u r s e o f  m a s s - s p e c t r a l  a c q u i s i t i o n s 
t h e s e l e n s e s  b e c o m e  c o a t e d  w i t h  a n  o r g a n i c  r e s i d u e , 
r e d u c i n g  t h e s e n s i t i v i t y . A s  t h e  f i r s t t w o  l e n s e s  · a r e  
u s u a l l y  g r o u n d e d  i n  t h e  C I - m o d e , t h e  C I - H S  s e n s i v i t y  
n o r m a l l y  r e m a i n s  h i g h e r  t h a n  t h e E I - M S  s e n s i t i v i t y  f o r  
a l o n g e r  p e r i o d  o f  t i m e  a f t e r  � l e a n i n g . T h e  p r o p o s e d  
i d e n t i t y o f  t h o s e r e m a i n i n g  n i n e p e a k s  � i l l  n o w  b e  
d i s c u s s e d . T h e s e  a n a l y s e s  w e r e  d o n e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
w o r k  b y  D .  N e h l i c h  a n d  m o r e  e x p l a n a t i o n  a n d  d i s c u s s i o n 
o n  t h e  p r o c e d u r e s  w i l l  b e  i n c l u d e d i n  h i s  t h e s i s .  F o r  
t h e  f o l l o w i n g  d a t a  f o r  e a c h  p e a k , t h e p e a k s  a r e  f i r s t  
i d e n t i f i e d  b y  r e t e n t i o n t i m e  ( R T )  o n  t h e  1 4 0 t o  
a t  2 0 ° / m i n  OV - 1 7  p r o g r a m . A p r o p o s e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  
i s  g i v e n , b a s e d  u p o n  t h e  n o r m a l l y  m a j o r C I - M S  p e a.k l e s s  
1 8  m a s s  u n i t s  f o r  t h e  a m m o n i u m  i o n , a n d  t h e p e r c e n t  o f  
t o t a l  m a s s  o f  t h a t  m a j o r  p e a k . N e x t  i s  g i v e n  t h e  
c h a n g e  u p o n  1 5 N s u b s i t i u t i o n f o l l o w e d  b y  t h e  
m a s s  
m a s s  
c h a n g e  u p o n  d e u t e r o - a c e t y l a t i o n . L a s t , t h e  w e t - w e i g h t  
p e r c e n t  c o n t en t , b a s e d  o n  t h e  a r e a o f  t h e  p e a k  c o m p a r e d  
t o  t h e  r h a m n o s e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  p e a k  a r e a . T h e  
c o n v e n t i o n u s e d  i s : 
P e a k  n u m b e r - - R T  = x . x x ( M W ,  
d e u t  s h i f t , a r e a  p e r c e n t ) 
% o f  m a s s , 
5 1  
s h i f t , 
P e a k  1 .  R T  = 2 . 3 1  ( 2 3 0 , 1 0 0 % , 0 ,  9 ,  u n d e r  1 % ) . 
O n  t h e  b a s i s  o f  t h e  a b o v e  C I  d a t a  i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  
t h i s  i s  1 , 2 , 3  t r i h y d r o x y c y c l o b u t a n e . O n e  c a n n o t  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  s t e r e o i s o m e r s  o n  t h e  
b a s i s  o f  
c o m p o u n d , 
c u r r e n t  d a t a  i n  h a n d . 
a s  a n a t u r a l  p r o d u c t , 
n o n - i s o t o p i c  s u b s t i t u t e d  E I - M S  
1 7 0 ( 3 0 ) , 1 5 7 ( 5 0 ) , 1 2 8 ( 1 0 0 ) , 
N o  r e f e r e n c e o f  t h i s  
h a s b e e n  
o f  t h e  
1 1 5 ( 9 0 ) , 
f o u n d . T h e  
c o m p o u n d  i s  
8 6 ( 5 0 )  a n d  
7 3 ( 5 0 ) - - i n  a l l t h e f i r s t  n u m b e r  r e f e r s  t o  t h e m / e  a n d  
t h e f o l l o w i n g  n u m b e r , i n  p a r e n t h e s i s , r e f e r s  t o  t h e  
p e a k  i n t e n s i t y  r e l a t i v e  t o  t h e  m a j o r  m / e  p e a k . 
P e a k  2 .  
E I - H S  s u p p o r t 
R T  = 2 . 6 0 m i n .  B o t h  t h e  C I - M S  a n d  t h e  
t h e c o n c e p t  t h a t  t h i s  p e a k  i s  a n  
u n r e s o l v e d  m i x t u r e  o f  a s t e r e o i s o m e r  o f  p e a k  1 p l u s  a 
t h e  b a s i s  o f  p e r a c e t y l a t e d  t e t r o s e , e r y t h r o s e , o n  
r e t e n t i o n t i m e . T h e  a d i t i o n a l  ( r e l a t i v e  t o  p e a k  1 )  M 
( n o t  M + 1 8 )  p e a k  f o r  C I - M S  i s  2 4 2  ( 3 5 % , 1 ,  1 2 ,  u n d e r  
1 % ) , a n d  t h e E I - M S  p e a k s  f o r  t h e n o r m a l  m / e  a r e  1 4 5 ( 1 5 )  
a n d  1 0 3 ( 2 0 ) . 
P e a k  3 .  R T  = 3 . 6 0 ( 2 9 0 , 1 0 0 % , 0 ,  1 2 ,  u n d e r  1 % ) . 
T h e  m a s s  s p e c t r a l  d a t a , b o t h  C I - M S  a n d  E I - M S , a r e  i n  
c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  s p e c t r a  o b t a i n e d  f r o m t h e  
5 2  
r e f e r e n c e  d e r i v a t i v e  o f  D - e r y t h r i t o l . T h e  E I - M S  d a t q 
a r e  a s  f o l l o w s : 2 1 7 ( 2 5 ) , 1 7 0 ( 1 0 ) , 1 5 6 ( 2 0 ) , 1 4 5 ( 1 0 0 ) , 
1 2 8 ( 4 0 ) , 1 1 5 ( 8 0 ) , 1 0 3 ( 6 0 ) . 
P e a k  4 .  R T  = 4 . 0 0 ( 2 9 0 , 1 0 0 ,  0 ,  1 2 ,  u n d e r  1 % ) . 
O n  t h e b a s i s  o f  t h e  a b o v e  d a t a , p l u s  t h e  E l - M S  s p e c t r a , 
I t  i s  p r o p o s e d  t h a t  t h i s  i s  t h e  p e r a c e t y l a t e d  
d e r i v a t i v e  o f  t h r e i t o l , t h e  s t e r e o a n a l o g o f  
e r y t h r i t o l . T h e  E I - }i S  o f  t h i s  u n k n o w n  i s  v e r y  s i mi l a r  
t o  t h a t  o f  t h e  p e r a c e t y l a t e d  d e r i v a t i v e  o f  e r y t h r i t o l  
e x c e p t  f o r  t w o  d e t a i l s ,  t h e  r e l a t i v e  p e a k h e i g h t s  o f  
m / e 1 2 8 a n d  1 2 9 a r e  r e v e r s e d , a n d  i n  a d d i t i o n  t h e  
g e n e r a l  p r o f i l e o f  m / e i n t e n s i t i e s  i n  t h e  t w o  s p e c t r a  
d o  n o t  e x a c t l y  c o r r e l a t e . 
m a s s  
P e a k  5 .  
s p e c t r a l  
R T = · 4 . 0 9 .  T h e r e t e n t i o n t i m e  a n d  a l l  
p r o p e r t i e s o f  t h i s p e a k  c o r r e s p o n d  t o  
t h a t  o f  t h e  P A A N  L - r h a m n o s e  d e r i v a t i v e . 
P e a k  6 .  R T  = 4 . 2 4 ( 3 1 5 , 1 0 0 % , 1 ,  1 2 ,  7 %  a r e a ) . 
T h e  r e t e n t i o n t i m e  a n d  a.l l m a s s  s p e c t r a 1 p r o p e r t i e s o f  
t h i s  p e a k  c o r r e s p o n d  t o  t h o s e  o f  t h e P A A N  D - r i b o s e  
d e r i v a t i v e . 
P e a k  7 .  R T  = 4 . 8 4 .  ( 3 2 0 , 1 5 % 0 ,  1 2 ,  2 %  a r e a ) . 
T h e  m a s s  s p e c t r a l  d a t a  o f  t h i s p e a k  i s  c o m p l e x  a n d  
c u r r e n t l y  n o  s t r u c t u r a l  a s s i g n m e n t  i s  m a d e . 
m a s s  
P e a k  8 .  
s p e c t r a l  
R T  = 5 . 6 0 .  T h e  r e t e n t i o n  t i m e a n d  a l l  
p r o p e r t i e s  o f  t h i s p e a k  c o r r e s p o n d  t o  
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t h o s e  o f  t h e P A A N  d e r i v a t i v e  o f  D - g l u c o s e . 
P e a k  9 .  R T  = 6 . 1 0 ( 4 3 2 , 1 0 0 % , , 0 ,  1 8 ,  1 5 % a r e a ) . 
A l l  m a s s  s p e c t r a l  d a t a , b o t h  E l - M S  a n d  C l - M S , 
c o r r e s p o n d  t o  t h e  p e r a c e t y l a t e d  d e r i v a t i v e  o f  i n o s i t o l . 
T h e  s t r u c t u r e  f o r  i n o s i t o l  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 ,  a n d  
t h e  C l - M S  a n d  E l - M S  s p e c t r a  a r e  s h o w n  i n  t h e  A p p e n d i x  
( S p e c t r a  1 a n d  2 r e s p e c t i v e l y ) . T h e  m a j o r m / e  i n  t h e  
E l - M S  a r e : 2 1 0 ( 6 0 ) , 1 9  9 ( 2 0 )  ' 1 6 8 ( 1 0 0 ) , 1 5 7 ( 5 5 ) , 
1 4 5 ( 2 0 ) , 1 2 6 ( 4 5 ) , 1 1 5 ( 5 0 ) , 1 0 9 ( 2 0 ) . 
P e a k s  1 0 , 1 1 ,  1 2 ,  a n d  1 3 .  T h e s e  p e a k s  h a v e  t h e  
r e t e n t i o n t i m e s  a n d  m a s s  s p e c t r a l  p r o p e r t i e s  
c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  r h a m n o s e  s i d e  p r o d u c t , t h e  
f r u c t o s e  P A K O  d e r i v a t i v e , a n d  t h e  t w o g l u c o s e  s i d e  
p r o d u c t s . 
P e a k  1 4 . R T  = 9 . 0 5 ( 5 0 6 , 1 0 0 % , 0 ,  1 8 '  6 0 %  
a r e a ) . 
s h o H n  
T h e  C I - M S  a n d  E I - M S  s p e c t r a  f o r  t h i s  p e a k  a r e  
i n  t h e  A p p e n d i x  ( S p e c t r a 3 a n d  4 r e s p e c t i v e l y ) .  
T h e  C I - M S  s h o w s  a s e c o n d a r y p e a k  a t  3 3 1 w h i c h i n d i c a t e s  
a c o m p l e x s u g a r , w i t h g l u c o p y r a n o s i d e  a .s t h e 
c a r b o h y d r a t e  m o i e t y . A w e a k  m / e  1 5 9 p e a k  a p p e a r s  i n  t h e  
C I - M S  a n d  c o m p l e t e l y  d o m i n a t e s  t h e  E l - M S . 
p e a k  d o e s  n o t s h o w a m a s s  s h i f t  w i t h  1 5 N 
T h i s  m / e  1 5 9 
s u b s t i t u t i o n 
b u t  d o e s  s h o w a 6 m a s s - u n i t  s h i f t  w i t h  d e u t e r o ­
a c e t y l a t i o n . T h i s  c o r r e s p o n d s  t o  a n  a g l y c o n g r o u p  w i t h  
t h r e e  l i n e a r  c a r b o n  g r o u p s  a t t a c h e d  t o  t w o h y d r o x y l  
g r o u p s  p l u s  a n  o x y g e n  a t t a c h m e n t  t o  t h e  
a r r i v i n g  a t  
t h e  c o m p o u n d  a s  a g l y c e r o l  g l u c o s i d e , 
5 4  
s u g a r . A f t e r  
t h e  
i d e n t i f i n g 
l i t e r a t u r e  
w a s s e a r c h e d  f o r  s u c h  a c o m p o u n d . T h r e e  p a p e r s  o n  w o r k  
d o n e  i n  J a p a n  b y  H .  K a n e d a  e t . a l .
2 7 - 2 9  o n  g l y c e r o l  
g l u c o s i d e s  i n  t h e L i l i u m g e n u s  w e r e  f o u n d . O n e  o f  t h e  
l i l i u m  f a m i l y  s t u d i e d  w a s t h e  L i l i u m  l a n c i f o l i u m  ( t h e  
t i g e r  l i l y ) ' a n d  t h e y  . r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  a n d  
i d e n t i f i c a t i o n o f  t h e  s a m e  c o m p o u n d . T h e y  n a m e d  i t  
l i l i o s i d e  C .  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h i s c o m p o u n d  i s  s h o w n  i n  
F i g u r e  5 .  
P e a k  1 5 .  R T  = 1 0 . 3  ( 5 0 6 , 2 5 % , 0 ,  1 8 ,  1 % ) . T h e  
m a s s  s p e c t r a l  p r o p e r t i e s  f o r  t h i s p e a k  g e n e r a l l y  
c o r r e s p o n d  t o  t h o s e o f  p e a k  1 4 ,  w i t h  a p r o m i n e n t E I - M S  
m / e  p e a k  a t  3 3 1 ,  a g a i n  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a 
g l u c o p y r a n o s i d e  u n i t . N e v e r t h e l e s s , c o m p l e x i t i e s i n  t h e  
m a s s  s p e c t r a c u r r e n t l y  i n h i b i t  o n e  f r o m  a s s i g n i n g  a 
s t r u c t u r e , a n d  i n  f a c t  t w o  o r  m o r e  c o m p o u n d s m a y  
c o r r e s p o n d  t o  t h i s p e a k . 
P e a k  1 6 .  R T  = 1 1 . 1 8 .  T h i s  r e t e n t i o n t i m e  a n d  
t h e  m a s s  s p e c t r a l  p r o p e r t i e s  o f  t h i s p e a k  a r e  l i n k e d  t o  
s u c r o s e . 
O H  O H  
O H  
F igure 4 .  
O H  
F i gure 5 .  
O - CH  
I 2 
C H - O H  
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C H2 -0H  
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C O N C L U S I O N S  
A m e t h o d o l o g y  h a s  b e e n  d e v e l o p e d w h i c h  a l l o w s 
t h e  r a p i d  a n d  s i m p l e  p r o c e s s i n g  o f  a p l a n t t i s s u e  o n  a 
" m i c r o "  s c a l e  t o  i d e n t i f y  t h e  f r e e s u g a r s  p r e s e n t , a n d  
t o  q u a n t i t a t e  t h e s e  s u g a r s  o n  a p e r c e n t  w e t - w e i g h t  
b a s i s . T h e  s p e c i f i c  p r o c e d u r e  i n t e r f a c e s  a t i s s u e  
e x t r a c t p r o c e s s , b a s e d  u p o n  e t h a n o l  e x t r a c t i o n w i t h  
s h e a r  a n d  s o n i c a t i o n , t o  t h e  P A A N / P A K O  d e r i v a t i z a t i o n  
p r o c e d u r e . I n c l u d e d  i n  t h i s  a p p r o a c h  i s  t h e  u s e o f  a n  
i n t e r n a l  s t a n d a r d  f o r  t h e  q u a n t i t a t i o n o f  t h e s u g a r  
d e r i v a t i v e s - - a  t e c h n i q u e  w h i c h  h a s  b e e n  r a r e l y , i f  
e v e r , u s e d  f o r  t h e  G L C q u a n t i t a t i o n o f  s u g a r s .  A n  
i m p o r t a n t  a s p e c t o f  t h � s  e x t r a c t i o n a n d  c h r o m a t o g r a p h i c  
p r o c e d u r e  i s  t h a t  e s s e n t i a l l y  a l l  s u g a r s  a n d  s u g a r - l i k e  
p r e s e n t  i n  t h e  s t a r t i n g  p l a n t  t i s s u e  a r e  
b y  p e a k s  i n  t h e  f i n a l  c h r o m a t o g r a m . 
c o m p o u n d s  
i d e n t i f i e d  
I m p o r t a n t l y , a l l  p e a k s  r e p r e s e n t e d i n  t h e  c h r o m a t o g r a m  
r e s u l t i n g  f r o m t h i s p r o c e d u r e  r e p r e s e n t  o n l y  s u g a r s  o r  
s u g a r - l i k e  c o m p o u n d s - - a s  d e t e r m i n e d  b y  
s p e c t r a l  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e G L C  p e a k s . 
t h e  m a s s -
A p p l i c a t i o n s  o f  t h e  a b o v e  t e c h n i q u e  h a v e b e e n  
p e r f o r m e d  u p o n  t i s s u e s  o f  c o mm e r c i a l  f r u i t s  t o  c o n f i r m  
t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  m e t h o d . T h e  a p p r o a c h  h a s  a l s o b e e n  
u s e d  u p o n  a n u m b e r  o f  t i s s u e s  o f  p l a n t s  w h i c h  h a v e  m u c h  
l o w e r  l e v e l s  o f  f r e e  s u g a r s  p r e s e n t . O n e  n o t a b l e  
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f i n d i n g i s  t h a t t h e g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  c o n t e n t  o f  
f l o w e r s  i s ,  i n  g e n e r a l , h i g h e r  t h a n  t h e  c o n t e n t  o f  
t h e s e s u g a r s  i n  o t h e r  p a r t s  o f  t h e p l a n t  ( e . g . ,  t h e  
l e a f ) . F u r t h e r  e x a m i n a t i o n h a s  i n d i c a t e d  t h a t  t h i s  h i g h 
f r u c t o s e a n d  g l u c o s e  c o n t e n t  o f  t h e  f l o w e r  i s  l o c a l i z e d  
i n  t h e p e t a l . 
B o t h  e l e c t r o n - i m p a c t a n d  c h e m i c a l - i o n i z a t i o n 
m a s s  s p e c t r o m e t r y  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  f o r  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  u n k n o w n  p e a k s  w h i c h  h a v e  b e e n  f o u n d  
i n  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  p l a n t  t i s s u e  ( e . g . , t h e  
r e p r o d u c t i v e o r g a n s  o f  t h e  t i g e r  l i l y ) . T h i s  G L C / �1 S  
a p p r o a c h , c o m b i n e d  w i t h  i s o t o p i c  d e r i v a t i z a t i o n 
e m p l o y i n g  d e u t e r a t e d  a c e t y l  g r o u p s  a n d  t h e  
i n c o r p o r a t i o n  o f  
t h e  p r e v i o u s l y  
l S N . 
1 l n  t o  
p r o p o s e d  
t h e d e r i v a t i v e , 
s t r u c t u r a l  
a p p r o a c h  a n d  p r o v i d e s  p r e c i s e e x a m p l e s  
b o t h  e x t e n d s  
i d e n t i f i c a t i o n 
o f  s t r u c t u r e s  
\v h i c h h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  f o r c o m p o u n d s c o r r e s p o n d i n g  
t o  u n k n o w n  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k s . 
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E X P E R I H E N T A L 
S A t1 P L I N G  
P l a n t  m a t e r i a l  w a s  g a t h e r e d  b e t w e e n  1 1  a . m .  a n d  
1 p . m .  i n  t h e  B r o o k i n g s  a r e a . U p o n  c o l l e c t i o n , t h e  
s a m p l e  w a s p l a c e d i n  a s e a l e d  p l a s t i c  b a g  a n d  s t o r e d i n  
- 0 i c e . T h e  s a 8 p l e  w a s t r a n s f e r r e d  t o  a c o l d  r o o m  ( 2 C )  
w i t h i n  a n  h o u r . T h e  s a m p l e  w a s t h e n  i d e n t i f i e d a n d  
w e i g h e d  ( 1 g m  t o  t h e  n e a r e s t 0 . 0 1 g m ) i n t o a 1 7  x 2 0 0 
m m  t e s t  t u b e . I c e d a b s o l u t e  e t h a n o l  ( 8  n l ) w a s  
a d d e d t o  t h e  s a m p l e , w h i c h  w a s m a i n t a i n e d  n e a r 
t h e r e a f t e r . A s e c o n d , r e p l i c a t e  s a m p l e  o f  a b o u t  
t h e n  
0 ° C 
o n e  
g r a m , w a s p l a c e d  i n  a s c i n t i l l a t i o n v i a l , f r e e z e - d r i e d  
f o r  a t  l e a s t  1 2  h o u r s , a n d  r e w e i g h e d t o  e s t a b l i s h t h e  
d r y  w e i g h t  o f  t h e  s a m p l e . T h i s  l a t t e r  p r a c t i c e  w a s  
d i s c o n t i n u e d  w h e n  i t  w a s d i s c o v e r e d  t h a t  l i t e r a t u r e  
v a l u e s  w e r e  g e n e r a l l y  r e p o r t e d  a s  p e r c e n t  w e t  w e i g h t . 
E X T R A C T I O N 
T h e  a b o v e  s a m p l e  i n  e t h a n o l  w a s s u b j e c t e d  t o : 
( a )  h i g h - s p e e d  s h e a r  ( - 2 0 , 0 0 0  r . p . m . ) f o r  9 0  s e c o n d s  
w i t h  a T e k m a r T i s s u e m i z e r  a n d  ( b )  a n  u l t r a s o n i c  p r o b e  
a t  3 5  % p o w e r f o r  3 0  s e c o n d s w i t h  a F i s c h e r  S o n i c  
D i s m e m b r a t o r . T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a 1 7  x 
1 7 0 m m  s c r e w - c a p  c u l t u r e - t u b e , a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  5 
m i n u t e s  i n  a s e r i o l o g i c a l  c e n t r i f u g e  a t  m a x i m u m  ( - 7 , 0 0 0  
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r . p . m . ) s p e e d . T h e  s u p e r n a t e n t  w a s t h e n t r a n s f e r r e d 
w i t h  a P a s t e u r  p i p e t t e  t o  a 1 0  m l  v o l u m e t r i c f l a s k . A 
s e c o n d  p o r t i o n o f  c o l d  a b s o l u t e  e t h a n o l  ( 1 . 5 m l ) w a s 
a d d e d t o  t h e  r e s i d u e  o f  t h e  s a m p l e ,  f o l l o w e d  b y  v o r t e x 
m i x i n g , r e c e n t r i f u g a t i o n , a n d  a d d i t i o n  o f  t h e r e s u l t i n g  
s u p e r n a t e n t  t o  t h e  o r i g i n a l  s u p e r n a t e n t .  T h e 
s u p e r n a t e n t s  w e r e  t h e n  d i l u t e d t o  v o l u � e  
c o m b i n e d  
( 1 0 m l ) ,  
s h a k e n  v i g o r o u s l y ,  a n d  t r a n s f e r r e d t o  a 1 5  x 1 5 0 m m  
s c r e w - c a p  c u l t u r e - t u b e f o r  
f r e e z e r  a t  - - 2 0  ° C .  
D E R I V I T I Z A T I O N 
l o n g - t e r m  s t o r a g e  i n  a 
A L a n g l e v y  p i p e t t e  ( 5 0 0  m i c r o l i t e r ) w a s  u s e d  t o  
t r a n s f e r  a n  a l i q u o t  o f  t h e  c o l d  e t h a n o l e x t r a c t  t o  a 1 3  
x 1 2 0 m m  s c r e w - c a p  c u l t u r e - t u b e . T h e  t u b e  w a s s l a n t e d  
a t  a b o u t  1 5 ° f r o m t h e  h o r i z o n t a l , 1 5  e m  f r o m a 2 0 0 w a t t  
h e a t i n g  l a m p , a n d  t h e  s a m p l e  e v a p o r a t e d . T o  t h e  r e s i d u e  
f r o m t h e  e v a p o r a t i o n w a s  a d d e d  a s c o o p  ( 1 0  m g ) o f  
h y d r o x y l a m i n e  
b y  L a n g l e v y  
h y d r o c h l o r i d e  ( F i s c h e r  A C S  r e a g e n t ) a n d  
p i p e t t e , 1 5 0 m i c r o l i t e r s  o f  a p y r i d i n e  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a r e f e r e n c e  s t a n d a r d . T h i s  
r e f e r e n c e  p y r i d i n e s o l u t i o n w a s m a d e  b y  w e i g h i n g  7 0 . 0  
m g  o f  D - r h a m n o s e  m o n o h y d r a t e  ( S i g m a  C h e rn . C o . )  i n t o  a 
5 0  m l  v o l u m e t r i c  f l a s k , a n d  d i l u t i n g  t o  v o l u m e  w i t h  
p y r i d i n e  ( B a k e r  A C S  r e a g e n t g r a d e ) .  A m i c r o  s t i r r i n g  
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b a r w a s a d d e d , a n d  t . 1 e  c a p p e d  s o l u t i o n w a s h e a t e d , w i t h  
m a g n e t i c  s t i r r i n g , i n  a 6 5  ° - 7 0  ° C h e a t i n g  b l o c k . 
A f t e r  o n e  m i n u t e  o f  p r e l i m i n a r y  h e a t i n g , t h e  p y r i d i n e  
s o l u t i o n  w a s s w i r l e d  o v e r  t h e  l o w e r i n n e r  s u r f a c e  o f  
t h e r e a c t i o n t u b e , a n d  h e a t i n g  w a s  c o n t i n u e d  f o r  2 0  
m i n u t e s . A c e t i c  a n h y d r i d e  ( 0 . 2  m l ; S p e c t r u m  C h e rn . M f g . ) 
w a s t h e n  a d d e d , a n d  h e a t i n g / s t i r r i n g  a t  6 5  ° 7 0  ° C w a s 
c o n t i n u e d  f o r  3 0  m o r e  m i n u t e s . A t  t h e  e n d  o f  t h i s  ' t i m e  
1 0 0 m i c r o l i t e r s  o f  p y r i d i n e i s  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n 
m i x t u r e . 
T h e  a b o v e  c o o l e d  r e a c t i o n  m i x t u r e  i s  t h e n  
w a s h e d  a n d  e x t r a c t e d . T h e  w a s h  p r o c e d u r e  c o n s i s t s  o f : 
( a )  p a r t i t i o n i n g  t h e r e a c t i o n m i x t u r e  b e t w e e n  
c h l o r o f o r m  a n d  w a t e r , ( b ) t r a n s f e r r i n g  t h e c h l o r o f o r m  
p h a s e , a n d  w a s h i n g  w i t h m o r e  w a t e r  t o  w h i c h  p y r i d i n e i s  
a d d e d , 
w a s h i n g  
( c )  t r a n s f e r r i n g  t h e 
w i t h  m o r e  w a t e r  a n d  ( d )  
c h l o r o f o r m p h a s e , a n d  
f i n a l l y  t r a n s f e r r i n g  
t h e r e s u l t i n g  c h l o r o f o r m  p h a s e  t o  a 1 3  x 1 0 0 m m  s c r e w ­
c a p  c u l t u r e - t u b e . 
T h e  a b o v e  s t e p s  c a n e a s i l y  b e  p e r f o r m e d b y  
s e t t i n g u p  f o u r  c u l t u r e - t u b e s , t h e  f i r s t  c o n t a i n i n g  
c h l o r o f o r m ( 1 m l ) a n d  w a t e r  ( 2  m l ) ,  t h e  s e c o n d  
c o n t a i n i n g w a t e r  ( 2 m l ) w i t h  p y r i d i n e ( 1 0 0 
m i c r o l i t e r s ) , t h e t h i r d  c o n t a i n i n g  o n l y  w a t e r ( 2  m l ) 
a n d  t h e f o u r t h  e m p t y . T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  i s  a d d e d  t o  
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t h e f i r s t  c u l t u r e - t u b e w i t h  8 P a s t e u r p i p e t t e  a n d  t h e  
r e s u l t i n g  t w o p h a s e  m i x t u r e  i s  v o r t e x  m i x e d  f o r  
a p p r o x i m a t e l y  3 0  s e c o n d s .  T h e  r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n i s  
a l l o w e d  t o  
p i p e t t e  i s  
s e p a r a t e  i n t o  t w o  p h a s e s  a n d  a 
u s e d  t o  t r a n s f e r  t h e  l o w e r p h a s e  
P a s t e u r  
t o  t h e  
s e c o n d  c u l t u r e - t u b e , a n d  t h e  v o r t e x  m i x i n g  d o n e  a g a i n  
f o r  3 0  s e c o n d s .  T h e  l o w e r  p h a s e  i s  a g a i n  t r a n s f e r r e d  t o  
t h e  t h i r d  c u l t u r e - t u b e , v o r t e x  m i x e d  a n d  t h e  l o w e r  
p h a s e  i s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e f i n a l  c u l t u r e - t u b e . 
�1 o 1 e c u 1 a r s i e v e ( 4 o r 5 p e 1 1  e t s o f 1 I 1 6 " " L i n d e " t y p e 
3 A  m o l e c u l a r  s i e v e , M a t h e s o n , C o l e m a n  a n d  B e l l ) w a s 
a d d e d  t o  t h e  c h l o r o f o r m s o l u t i o n  f o r  a f e w  m i n u t e s t o  
r e m o v e  w a t e r . 
T h r e e  p r o c e d u r e s  w e r e  u s e d  f o r  p r e p a r i n g  G L C  
i n j e c t i o n s o l u t i o n s . ( a )  D i r e c t  i n j e c t i o n  o f  t h e  
c h l o r o f o r m  s o l u t i o n  w h i c h  i s  u s e d  f o r  t h e e x t r a c t s  o f  
t i s s u e  w i t h  h i g h s u g a r  c o n t e n t  ( e g .  f r u i t s ) . 
e v a p o r a t i n g  t h e  c h l o r o f o r m  s o l u t i o n u s i n g  
v a c u u m t o  s w e e p  a i r  o v e r  t h e s u r f a c e  o f  t h e 
a n d  t h e n  a d d i n g  1 5 0 l a m b d a  o f  c h l o r o f o r m 
r e s u l t i n g c o n d e n s a t e . ( c )  B y  u s i n g t h e 
( b ) B y  
a s p i r a t o r  
s o l u t i o n 
t o  t h e 
a l t e r n a t e  
c o n c e n t r a t i o n  p r o c e d u r e  o f  g e n t l y  h e a t i n g  t h e  
c h l o r o f o r m s o l u t i o n i n  t h e  6 5  ° - 7 0  ° C h e a t i n o  b l o c k - -o 
a f t e r  a b o u t  3 0  m i n u t e s  o f  h e a t i n g , t h e  v o l u m e  o f  t h e  
r e m a i n i n g s o l u t i o n i s  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0 m i c r o l i t e r s . 
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T h e  a b o v e  a m o u n t s  o �  e t h a n o l  e x t r a c t  a n d  t h e 
c o n c e n t r a t i o n o f  r h a m n o s e  a r e  d e s c r i b e d  f o r  p l a n t  
s a m p l e s  w i t h  a h i g h  f r e e  s u g a r  c o n t e n t  ( e g . f r u i t 
t i s s u e s ) . F o r  e t h a n o l  e x t r a c t s  o f  p l a n t  t i s s u e s  w i t h  a 
l o w e r  f r e e  s u g a r  c o n t e n t  ( e g . f l o w e r s  a n d  l e a v e s ) , a 
1 0 0 0  l a m b d a  s i z e  s a m p l e  i s  e m p l o y e d  H i t h  t h e  s a m e  
r h a m n o s e / p y r i d i n e  r e f e r e n c e  s o l u t i o n . 
C H R O t·1 A T O G R A  P H Y 
T h e  a c t u a l  G L C i n s t r u m e n t a t i o n  c o n s i s t e d o f  
f o u r  b a s i c  i n s t r u m e n t s . T h e  f i r s t , a c o n v e n t i o n a l 
B a r b e r - C o l m a n  S e r i e s  5 0 0 0  c o m p l e t e  d o u b l e - c h a n n e l  G L C  
i n s t r u m e n t  e q u i p p e d  w i t h  f l a m e  i o n i z a t i o n  ( F I D ) 
.. 
d e t e c t o r s , w a s  t h e  b a s i c  i n s t r u m e n t e m p l o y e d  f o r t h e  
s u r v e y  s t u d i e s . A V a r i a n C D S  1 1 1  d i g i t a l  i n t e g r a t o r w a s 
l i n k e d  i n  s e r i e s  b e t w e e n  t h e  e l e c t r o m e t e r  o u t - p u t  o f  
o n e  c h a n n e l , a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g r e c o r d e r - - a l l o w i n g  
t h e  f i n a l  d i g i t a l  d a t a  a n a l y s i s ,  a n d  a l s o t h e 
p r e s e r v a t i o n o f  t h e o r i g i n a l  c h r o m a t o g r a m . B o t h  
c h a n n e l s  c o u l d  s i m u l t a n e o u s l y  b e  i n j e c t e d a t  t h e s t a r t  
o f  a c h r o m a t o g r a p h i c  r u n , p r o d u c i n g  o n e  c h r o m a t o g r a m 
w i t h  i n t e g r a t e d  d a t a , a n d  a s e c o n d  s u r v e y  c h r o m a t o g r a m 
w i t h o u t  i n t e g r a t i o n . A s e c o n d , m o d i f i e d  B a r b e r - C o l m a n  
S e r i e s  S O Ob d o u b l e - c h a n n e l  G L C  i n s t r u m e n t  w a s a l s o 
e m p l o y e d . T h i s  s e c o n d  i n s t r u m e n t  w a s e q u i p p e d  w i t h  
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K e i t h l e y  4 1 1  p i c o a rn m e t e r s  a s  e l e c t r o m e t e r s , T e x a s  
I n s t r u m e n t  S e r v o r i t e r  l i s  a s  r e c o r d e r s , a n d  f u n c t i o n e d  
i n  a n  e s s e n t i a l l y  i d e n t i c a l  f u n c t i o n a s  t h e f i r s t  
i n s t r u m e n t .  
T h e  t h i r d  G L C i n s t r u m e n t  e m p l o y e d  w a s a 
H e w l e t t - P a c k a r d  7 6 1 0 A .  T h i s  i n s t r u m e n t  w a s c o n f i g u r e d  
w i t h  f o u r  i n d e p e n d e n t  c h a n n e l s ,  e a c h  c o n s i s t i n g  o f  a 
F I D  d e t e c t o r , a n  e l e c t r o m e t e r , a n d  a r e c o r d e r . O n e  
c h a n n e l  c o u l d  b e  m o n i t o r e d  b y  a H e w l e t t - P a c k a r d  3 7 7 0 B 
a n a l o g i n t e g r a t o r . T h i s  i n s t r u m e n t  w a s o b t a i n e d  a f t e r  
p r e v i o u s  u s e b y  t h e  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y , 
a n d  t h e  r e c o n d i t i o n i n g  a n d  r e b u i l d i n g  o f  t h e  i n s t r u m e n t  
w a s  a p a r t  o f  t h e  M a s t e r ' s r e s e a r c h  p r o j e c t . 
T h e  f o u r t h  G L C i n s t r u m e n t e m p l o y e d  w a s a V a r i a n  
6 0 0 0 . T h i s  i n s t r u m e n t  u t i l i z e d  a F I D  d e t e c t o r  w i t h  t h e  
r e s u l t i n g  d a t a  s i g n a l b e i n g  s e n t t o  a V a r i a n  4 0 1  d a t a  
p r o c e s s i n g  s y s t e m . T h i s  u n i t  c o u l d  c o n t r o l  t h e  G L C  
p a r a m e t e r s a n d  a l s o  c o l l e c t , s t o r e  a n d  q u a n t i t a t e  t h e 
i n f o r m a t i o n  f r o m t h e c h r o m a t o g r a p h i c  s c a n s . 
T h e  p r i n c i p a l  G L C s u r v e y  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d  a 
1 . 2 7 m x 2 m m  ( i . d . ) g l a s s  c o l u m n , p a c k e d  w i t h  3 %  S P -
2 2 5 0  o n  1 0 0 / 1 2 0 S u p e l c o p o r t  ( I t e m 
I n c . , B e l l e f o n t e , P A ) . O n - c o l u m n  
0 e m p l o y e d , w i t h  t h e  i n j e c t o r a t  3 0 0 C ,  
F I D d e t e c t o r  a t  3 1 0  t h e  
1 - 1 7 5 6 , S u p e l c o , 
i n j e c t i o n  w a s 
t h e b a t h  o f  t h e  
o v e n t e m p e r a t u r e  
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p r o g r a m m e d  
0 
f r o m 1 4 0 t o  2 8 0  C - - t h e n  h e l d , r e q u i r i n g  a 
t o t a l  p r o g r a m  t i m e  o f  a b o u t  2 5  m i n u t e s  t o  r e a c h  t h e 
p e a k  o f  t h e  s u c r o s e  d e r i v a t i v e . T h e  f l o w r a t e  o f  t h e 
n i t r o g e n c a r r i e r g a s  w a s 2 2  m l  p e r  m i n u t e . T y p i c a l , 
u s e f u l ,  s a m p l e  s i z e s  w e r e  1 t o  5 m i c r o  l i t e r s  o f  t h e  
a b o v e  c o n c e n t r a t e d  r e a c t i o n  s o l u t i o n . E l e c t r o m e t e r  
s e t t i n g s  w e r e  a d j u s t e d  t o  g i v e  a b o u t 9 0 %  s t r i p - c h a r t  
r e c o r d e r  r e s p o n s e  f o r  t h e r h a m n o s e  s t a n d a r d  p e a k . T h e  
r e c o r d e r s w e r e  n o r m a l l y  s e t  a t  0 . 5  i n c h e s  p e r  m i n u t e . 
I n  c o n j u n c t i o n w i t h  m a s s  s p e c t r o D e t r y , b o t h  a 
c o n v e n t i o n a l  p a c k e d  c o l u m n  a n d  a c a p i l l a r y  c o l u m n  o f  
w a l l - c o a t e d o p e n - t u b u l a r ( W C O T ) f u s e d  s i l i c a w e r e  
e m p l o y e d . T h e  \v C O T  c o l u m n  w a s  3 0  m x 0 . 2 5 m m  ( i . d . ) 
w i t h  a 0 . 2 5 m i c r o n  c o a t i n g l a y e r  o f  t h e  n o n - p o l a r  S E -
5 4 - 3 0 N . T h e i n j e c t o r a n d  t r a n s f e r  l i n e s  w e r e  h e l d  a t  
2 8 0 w i t h  a t e m p r a t u r e  p r o g r a m  i d e n t i c a l  t o  t h e 
a b o v e  p a c k e d - c o l u m n  c o n d i t i o n s . A n  i n j e c t o r  s p l i t t e r  
w i t h  a 5 0 : 1  r a t i o  w a s  e m p l o y e d , w i t h  1 m i c r o  l i t e r  
i n j e c t i o n s  o f  t h e  c o n d e n s e d  r e a c t i o n s o l u t i o n . P e a k  
r e s o l u t i o n  w a s  s o m e w h a t i m p r o v e d  w i t h t h e W C O T c o l u m n , 
b u t  t h e r e t e n t i o n t i m e s o f  t h e  d e r i v a t i v e s  r e m a i n e d  t h e  
s a m e . 
C H R 0 t1 A T  0 G R A P  I-1 I C P E A K  E V A  L U A T  I 0 N 
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T h e  i d e n t i t y  o f  e a c h  p e a k i s  r e f e r e n c e d  a s  a 
r e l a t i v e  r e t e n t i o n t i m e  ( t o  t h e  r h a m n o s e  
T h e  q u a n t i t y  o f  e a c h  c o m p o n e n t  c o u l d  b e : 
s t a n d a r d ) . 
( a )  r o u g h l y  
e x p r e s s e d  a s  a f u n c t i o n o f  r e l a t i v e  p e a k 
r e f e r e n c e d  t o  t h e p e a k  h e i g h t  o f  t h e i n t e r n a l  
h e i g h t s , 
s t a n d a r d  
( r h a m n o s e ) , ( b ) m o r e  p r e c i s e l y  e x p r e s s e d  a s  a f u n � t i o n 
o f  t h e  a b o v e  p e a k - h e i g h t s  w h i c h  a r e  c o r r e c t e d  t o  t h e  
r e l a t i v e p e a k - h e i g h t s  o f  a s t a n d a r d  r e f e r e n c e  m i x t u r e , 
o r  ( c ) u s e  m e t h o d  b ,  b u t  e x p r e·s s e d  i n  t e r m s  o f  r e l a t i v e  
p e a k - a r e a s , r a t h e r  t h a n  r e l a t i v e  p e a k - h e i g h t s . 
l a t t e r  p r o c e d u r e w a s a u t o m a t i c a l l y  p e r f o r m e d  b y  
T h e  
t h e  
V a r i a n C D S  1 1 1  d i g i t a l  i n t e g r a t o r  a n d  t h e  V a r i a n  4 0 1  
d a t a  s y s t e m t o  p r o v i d e  q u a n t i t a t i o n o f  s u g a r  l e v e l s .  
F o r  e a c h  i d e n t i f i a b l e  s u g a r  ( b a s e d  o n  
r e t e n t i o n t i m e ) i n  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  a n  
r e l a t i v e  
u n k n o w n  
s a m p l e ,  t h e i n t e g r a t o r i s  c a p a b l e  o f  c a l c u l a t i n g  t h e  
p e r c e n t - s u g a r c o n t e n t  o n  a w e t w e i g h t  b a s i s .  A 
r e f e r e n c e s o l u t i o n w a s m a d e  b y  w e i g h i n g  k n o w n  a m o u n t s  
o f  D - r h a m n o s e  a n d  o t h e r  s u g a r s  o f  i n t e r e s t  ( e . g . ' D -
g l u c o s e , s o r b i t o l , D - f r u c t o s e , a n d  s u c r o s e ) , s u b j e c t i n g 
t h i s s u g a r  m i x t u r e  t o  i d e n t i c a l  r e a c t i o n a n d  e x t r a c t i o n  
c o n d i t i o n s  a s  t h o s e  e m p l o y e d  f o r  t h e  u n k n o w n  s a m p l e s , 
a n d  t h e n  i n j e c t i n g  i n t o t h e  c h r o m a t o g r a p h . T h e  e m e r g i n g  
c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k s  w e r e  i d e n t i f i e d  o n  t h e  b a s i s  o f  
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t h e i r r e l a t i v e  r e t e n t i o n  t i m e s , a n d t h i s  i n f o r m a t i o n 
( i n  a d d i t i o n t o  t h e  s t a r t i n g  w e 'i g h  t s o f  t h e  
u n d e r i v a t i z e d s u g a r s ) w a s e n t e r e d i n t o  t h e  p r o g r a m o f  
t h e i n t e g r a t o r . T h e r e a f t e r , t h e  i n t e g r a t o r c o u l d  
a u t o m a t i c a l l y  r e p o r t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  s u g a r  o n  a w e t -
w e i g h t  b a s i s  o f  a n y  i d e n t i f i a b l e  p e a k ( a s  d e f i n e d  b y  
r e l a t i v e  r e t e n t i o n t i m e ) i n  t h e c h r o m a t o g r a m o f  a 
d e r i v a t i v e  o f  a n  u n k n o w n  p l a n t  t i s s u e , g i v e n  t h e  
o r i g i n a l  s a m p l e  w e i g h t  a n d  a m o u n t  o f  D - r h a m n o s e a d d e d  
t o  t h e  u n k n o w n  a s  a r e f e r e n c e . 
M A S S  S P E C T R O M E T R Y  
C o n f o r m a t i o n a n d / o r  f u r t h e r  i d e n t i f i c a t i o n o f  
t h e p e a k s  i n  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o f  d e r i v a t i v e s  f r o m  
u n k n o w n  s a m p l e s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  a F i n n i g a n  S e r i e s  
4 0 0 0  i n t e g r a t e d  g l c / m s / d s  ( g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h  I 
m a s s  s p e c t r o m e t e r  I d a t a  s y s t e m ) , e m p l o y e d  f o r  t h e  
m a s s  s p e c t r a l  m e a s u r e m e n t s . T h e  i o n i z i n g  c h a m b e r  w a s 
h e l d  a t  a p p r o x i m a t e l y  
i o n i z i t a t i o n  p o t e n t i a l . 
- 8  
3 x 1 0  t o r r  w i t h  a 7 0  e . v .  
F o r c . i . , a m m o n i a  w a s  a d d e d t o  
r a i s e  t h e i o n i z a t i o n c h a m b e r  p r e s s u r e  t o  a p p r o x i m a t e l y  
4 x 1 0 - 6 t o r r  a n d  t h e i o n i z a t i o n p o t e n t i a l  d r o p p e d  t o  
3 8  e . v  . .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  c h e m i c a l  i o n i z a t i o n  
p r o c e d u r e  n o r m a l l y  y i e l d e d b u t  a s i n g l e  i o n 
c o r r e s p o n d i n g  t o  M + 1 8  ( t h e  m o l e c u l a r  � e i g h t  o f  t h e  
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d e r i v a t i v e  p l u s  t h e  a m m o n i u m i o n ) . S e l e c t e d e x a m p l e s  
w e r e  a l s o s t u d i e d  w i t h  a F i n n i g a n  M A T T S Q  t a n d u m m a s s  
s p e c t r o m e t e r  ( g l c / m s / m s / d s ) , w h i c h  y i e l d e d p a r a l l e l  
r e s u l t s . T h e m a s s  s p e c t r o m e t e r  w a s s e t  t o  s w e e p  t h e g l c  
e f f l u e n t  f r o m m / e 4 8  t o  m / e 8 5 0  a t  t h r e e s e c o n d  
i n t e r v a l s .  T h e  f i n a l  c h r o m a t o g r a m  w a s d i s p l a y e d  a s  
t o t a l  m / e v s . s e c o n d s ( s p e c t r a n u m b e r ) w i t h  t h e  
i n d i v i d u a l  s p e c t r a c o m p u t e r - s t o r e d  f o r  l a t e r  r e t r i e v a l  
a n d  a n a l y s i s .  
A P P E N D I X 
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